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Le but de ce projet était de développer des méthodes d'assemblage de novo dans le but 
d'assembler de petits génomes, principalement bactériens, à partir de données de séquençage 
de nouvelle-génération. Éventuellement, ces méthodes pourraient être appliquées à 
l'assemblage du génome de StachEndo, une Alpha-Protéobactérie inconnue endosymbiote de 
l'amibe Stachyamoeba lipophora. Suite à plusieurs analyses préliminaires, il fut observé que 
l’utilisation de lectures Illumina avec des assembleurs par graphe DeBruijn produisait les 
meilleurs résultats. Ces expériences ont également montré que les contigs produits à partir de 
différentes tailles de k-mères étaient complémentaires pour la finition des génomes. L’ajout de 
longues paires de lectures chevauchantes se montra essentiel pour la finition complète des 
grandes répétitions génomiques. Ces méthodes permirent d'assembler le génome de StachEndo 
(1,7 Mb). L'annotation de ce génome permis de montrer que StachEndo possède plusieurs 
caractéristiques inhabituelles chez les endosymbiotes. StachEndo constitue une espèce 
d'intérêt pour l'étude du développement endosymbiotique. 
Mots clés : assemblage de génome de novo, séquençage nouvelle-génération, qualité 
d'assemblage, graphe DeBruijn, k-mère, endosymbiote, Rickettsiales 
 
Summary 
The goal of this project was to develop de novo genome assembly methods adapted to small 
genomes, especially bacterial, using next-generation sequencing data. Eventually, these 
methods could be used to assemble the genome of StachEndo, an unknown Alpha-
Proteobacteria ensymbiont of the Stachyamoeba lipophora amoeba. Preliminary findings 
showed that the use of Illumina reads with DeBruijn graph assemblers yielded the best results. 
These experiments also showed that contigs produced with k-mers of various sizes were 
complementary in genome finishing assays. The addition of long-range paired-end reads 
proved necessary to fully close genomic assembly gaps. These methods made the assembly of 
StachEndo’s genome (1.7 Mb) possible. Through the annotation of StachEndo’s genes, several 
features that are unusal for endosymbionts were identified. StachEndo seems to be an 
interesting species for the study of endosymbiotic evolution. 
Keywords : de novo genome assembly, next-generation sequencing,assembly quality, DeBruijn 
graph , k-mer, endosymbiont, Rickettsiales
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Le développement du séquençage fut une révolution technologique importante, permettant 
pour la première fois de connaître la séquence d'une molécule d'ADN. Cette percée donna 
naissance au domaine de la génomique telle que nous la connaissons. L'arrivée des méthodes 
de séquençage de nouvelle génération amorça une autre révolution.  
 
A - Contexte théorique du projet 
A.1 - Théorie du séquençage de nouvelle-génération 
 
Les méthodes de séquençage de nouvelle-génération permettent de séquencer un grand 
nombre de molécules d'ADN en parallèle (1). Ces techniques ont comme avantage d'être 
beaucoup plus rapides et moins dispendieuses que les anciennes méthodes (1, 2) (comme 
Sanger (3)). Cependant, ces techniques ne peuvent déterminer la séquence d'un chromosome 
entier d'un seul coup. Il est nécessaire de fragmenter l'ADN (génomique ou complémentaire) 
qui nous intéresse et de séquencer ces fragments en parallèle (1). La séquence d'un fragment 
d'ADN généré par le séquençage est appelé lecture. 
  
Différents protocoles de séquençage produisent différents types de lectures. On distingue 
généralement deux types de lectures de séquençage, les longues et les courtes. Le terme 
« courtes lectures » est habituellement utilisé pour décrire les lectures produites avec des 
techniques de séquençage comme Illumina (4) et Ion Torrent (5) qui, initialement, généraient 
des lectures de tailles allant de 50 à 100 paires de bases (pb). Avec l'amélioration de ces 
méthodes, Illumina et Ion Torrent peuvent maintenant produire des lectures allant jusqu'à 
environ 300 pb (6, 7). Pour ce qui est du terme «longues lectures », il décrit les lectures plus 
longues que quelques centaines de paires de bases. Pensons entre-autres aux lectures 454 (8) 
pouvant atteindre une taille de 700 pb et aux lectures PacBio (9) qui dépassent même la taille 
des lectures produites par les méthodes traditionnelles de Sanger (environ 900 pb) en 
atteignant les 10 000 pb et plus.  
 
Compte tenu de différences technologiques significatives entre ces méthodes de séquençage, 
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chacune possède ses propres artefacts (erreurs) systématiques compliquant leurs utilisations. 
De plus la séquence de la molécule d'ADN ou d'ARN initiale devra être reconstruite 
(assemblée) en se fiant à la séquence des lectures que nous avons générées. 
 
A.2 - Théorie de l'assemblage de nouvelle-génération 
 
Il existe deux grands types d'assemblages, les assemblages avec référence génomique et les 
assemblages de novo (10). Les assemblages avec référence consistent à aligner les lectures de 
séquençage par rapport à un génome de référence en se basant sur leur similarité avec ce 
dernier (10). Cette méthode nécessite évidemment une séquence de référence très proche du 
génome que nous avons séquencé. Dans les cas où aucune référence n'est disponible, il faut 
utiliser les assemblages de novo (10). Ce problème est beaucoup plus complexe, mais il est 
nécessaire d'utiliser les approches de novo si nous voulons étudier des organismes totalement 
inconnus ou trop divergents des références disponibles. 
 
L'assemblage de novo de certains génomes pose de nombreuses difficultés ; notamment, la 
formation de «trous» dans l'assemblage, causé par des régions répétées plus longues que la 
taille des fragments séquencés (10). Par rapport aux régions génomiques uniques, qui sont 
relativement uniformes, les régions répétées ont une grande «couverture» car toutes leurs 
copies sont assemblées ensembles sans prendre en compte les régions uniques qui les séparent 
(10). Également, certaines régions peuvent être difficiles à séquencer pour des raisons 
biochimiques (11-13), sans compter les erreurs systématiques associées aux diverses 
techniques de séquençage utilisées. Les sources d'erreurs potentielles sont donc nombreuses, 
particulièrement dans les expériences d'assemblage de novo. 
 
Dans ce projet, nous avons voulu développer des techniques d'assemblage de novo appropriées 
aux génomes bactériens. Compte tenu des nombreuses embûches associées au séquençage et à 
l'assemblage de génome, notre but premier fut d'arriver à obtenir une marche à suivre quasi-
automatique, facile à utiliser et donnant des résultats fiables.  L'obtention de résultats fiables 
est essentielle si nous voulons utiliser ces assemblages pour accomplir diverses analyses dont 
les résultats dépendent en grande partie de la fiabilité des données utilisées, comme l'étude de 
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l'organisation du génome, l'annotation de gènes, l'inférence d'arbres phylogénétique, ainsi que 
de nombreuses autres méthodes de génomique comparative. 
 
B - Caractéristiques des méthodes de séquençage de nouvelle-génération 
 
Pour accomplir cette tâche, il est nécessaire de pouvoir comparer l'assemblage d'un même 
génome sous différentes conditions avec un standard fiable. À cette fin, un séquençage Sanger 
(standard fiable, incluant analyses et contrôles manuels par un expert), 454 et Illumina du 
génome mitochondrial de l'amibe terrestre Stachyamoeba lipophora fut réalisé. 
 
B.1 – Séquençage 454 
 
Tout d'abord, le protocole 454, tel que mentionné précédemment, génère des « longues » 
lectures. Il s'agit d'une réaction chimique de pyroséquençage lors de laquelle l'intégration d'un 
nucléotide est détectée par le biais d'une réaction enzymatique photoémettrice (8). Une erreur 
systématique plutôt difficile à contourner est associée à cette réaction. Cette erreur, 
probablement la mieux caractérisée de 454, est le compte erroné du nombre de nucléotides 
composant un homopolymère (8). Un homopolymère est une répétition d'un même nucléotide 
plusieurs fois de suite (ex : 5'-AAAAAAA-3'). En raison d'une limitation enzymatique dans la 
réaction de séquençage, il est impossible de déterminer avec certitude la longueur de ces 
répétitions si elles sont plus longues que 6 à 10 nucléotides (8). 454 présente également 
différents artefacts se reflétant par l'insertion ou la délétion de positions dans la séquence 
nucléotidique (0,4-1%) (14-16). 
 
B.2 – Séquençage Illumina 
 
Dans un deuxième temps, les lectures Illumina sont considérées comme de « courtes » lectures 
bien que certaines avancées dans la technologie de séquençage leur permettent maintenant de 
rivaliser avec les lectures 454 en terme de taille (présentement 300 nt) (6, 7). Le séquençage 
Illumina est réalisé par amplification locale sur un support de verre, de façon à produire des 
fagots d'ADN (4). Ce procédé sert à augmenter localement la force du signal associé à un 
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fragment (4). Plusieurs artéfacts plus ou moins fréquents ont été associés à ce protocole. La 
présence de motifs spécifiques ou de structures secondaires possibles sur les fragments 
séquencés semble en être la cause, induisant un déphasage du séquençage parmi les fragments 
amplifiés (17). Les erreurs de type déphasage affligent ~0,015% des lectures Illumina (14). On 
retrouve également un taux de substitution de nucléotides plus élevé qu'avec la technologie 
454 (13, 14, 18). La formation de lectures chimériques et la présence de nucléotides provenant 
d'amorces et d'adapteurs de séquençage limitent également l'utilisabilité des lectures de 
séquençage (19).  
 
C - Théorie des assembleurs de novo 
 
Pour assembler des lectures de séquençage, nous utilisons des logiciels appelés assembleurs. 
Les assembleurs, à l'aide d'algorithmes variés, utilisent les lectures et tentent de les agencer de 
façon à obtenir la séquence complète de la molécule séquencée. Lorsque plusieurs lectures 
sont assemblées, elles forment ce qu'on appelle un « contig ». Il s'agit essentiellement d'une 
portion de la séquence finale que nous cherchons à assembler, et donc de la molécule d'ADN 
ou du génome séquencé. 
 
La plupart des algorithmes d'assemblage de novo de génomes couramment utilisés 
appartiennent à deux grandes familles.  
 
C.1 - Assembleur de type Overlap-Layout-Consensus 
 
La première famille, celle des algorithmes de type Overlap-Layout-Consensus (OLC), a été 
élaborée pour la première fois en 1980 (20). Elle est mieux adaptée à l'assemblage de longues 
lectures (ex : Sanger et 454). Ces algorithmes commencent par calculer tous les 
chevauchements possibles entre toutes les paires de lectures fournies (10, 21). Ces 
informations servent à créer un graphe dont les nœuds représentent chacune des lectures. Deux 
nœuds reliés entre eux correspondent à deux lectures qui se chevauchent. L'assembleur 
cherche ensuite un chemin qui traverse le graphe en passant par chaque nœud une seule fois 
(10). Les contigs sont construits au fur et à mesure que les nœuds sont sélectionnés et que 
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leurs lectures respectives sont ajoutées à la séquence consensus de l'assemblage. En ne 
sélectionnant que les chemins qui passent une seule fois par chaque nœud, on s'assure de ne 
pas intégrer la même lecture dans plusieurs contigs (10). Cette étape correspond à chercher un 
chemin Hamiltonien dans un graphe (10). Les chemins divergents peu couverts (engendrés par 
des lectures erronées) sont retirés pour simplifier la résolution de l'assemblage et le risque de 
commettre des erreurs (10). 
 
Dans les cas où l'assemblage semble comporter des régions répétées, les portions du graphe 
correspondant à ces régions sont masquées et l'assembleur se concentre sur les portions 
uniques de l'assemblage. On considère donc des chemins correspondant à des sous-graphes du 
graphe entier excluant les zones répétées. On obtiendra alors plusieurs contigs (10). Par la 
suite, l'assembleur tente de résoudre les répétitions en comblant les trous présents entre les 
différents contigs à l'aide de lectures plus longues ou de jeux de données pairées, lorsque 
disponibles (10). 
 
Les premières générations d'algorithmes OLC étaient plus susceptibles de faire des erreurs lors 
de la phase de résolution des zones répétées. Par exemple, imaginons des régions uniques A, C 
et D séparées par une région répétée B (voir Figure 1.1). Il serait possible lors de la phase 
d'assemblage que les deux répétitions soient écrasées et que l'on obtienne un assemblage 
erroné (voir Figure 1.2 et 1.2') (10). Cependant, les implémentations actuelles des algorithmes 
OLC sont plus prudentes et vont généralement briser les contigs aux limites des zones 
répétitives pour éviter la création de séquences chimériques (10). Par conséquent, il est 
commun de retrouver des régions répétées hautement couvertes aux extrémités de contigs 
(10). 
 
Les algorithmes OLC utilisent une approche assez simple et instinctive qui est très modulaire. 
De plus, ils peuvent considérer des chevauchements de taille variable entre les lectures à 
assembler, permettant une discrimination plus facile des meilleurs chevauchements. 
Cependant, pour ce faire, il est nécessaire de calculer le meilleur chevauchement possible 
entre toutes les paires de lectures ce qui peut devenir très coûteux en temps et en mémoire, 


















Figure 1. Représentation schématisée de l'affaissement d'une région répétée sur elle-même 
lors de l'assemblage de séquences. (1) Séquence contenant une région répétée deux fois (la 
région B et la répétition de cette région B') encadrée par trois régions uniques A, C et D. (2) 
Assemblage où les régions B et B' se retrouvent écrasées menant à la formation d'un trou et à 
l'ordre erronés des régions uniques A-B-D. (2') Assemblage où les régions B et B' se 
retrouvent écrasées menant à la formation d'un trou. (3) Assemblage où les régions répétées 
sont affaissée indépendamment des régions uniques, créant plus de trous mais ne bloquant pas 
l'assemblage. 
 
chevauchements entre les lectures comme base de l'assemblage fait en sorte que ces 
algorithmes sont plus appropriés pour l'assemblage des longues lectures d'ADN de haute 
qualité (22). En effet, puisque plus un chevauchement est long, plus il est statistiquement 
significatif, les chevauchements entre de plus longues lectures ont le potentiel d'être plus 
uniques et significatifs que ceux entre des séquences plus courtes. De plus, trouver un chemin 
Hamiltonien à l'intérieur d'un graphe est un problème NP-complet, rendant la résolution du 
problème d'assemblage assez difficile (10). Newbler (8), Celera (23), Mira (24) et Arachne 
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(25) sont des exemples d'assembleurs de type OLC. 
 
C.2 - Assembleur de type graphe DeBruijn 
 
La deuxième famille d'algorithmes d'assemblage est celle des assembleurs de type graphe 
DeBruijn (DBG). Cette méthode, qui est mieux adaptée aux courtes lectures, a été présentée 
en 2001 avec le logiciel Euler. Le principe derrière les assembleurs DBG vise à simplifier la 
recherche d'un chemin Hamiltonien dans le graphe en le transformant en recherche d'un 
chemin Eulérien (10, 26-28). Un chemin Eulérien est un chemin qui passe à travers tous les 
arcs d'un graphe une seule fois. Contrairement à la recherche d'un chemin Hamiltonien qui est 
NP-complet, la recherche d'un chemin Eulérien peut se faire en temps polynomial (28). 
 
Pour ce faire, on construit un graphe représentant le chevauchement entre k-mères plutôt 
qu'entre lectures (26). Un k-mère est une sous-séquence d'une longueur donnée k provenant 
d'une lecture. Dans les méthodes DBG, on commence par recenser tous les k-mères d'une 
taille donnée présents dans nos lectures (10, 26). On construit ensuite un graphe dont les 
nœuds correspondent à chaque séquence unique de k-mère (10, 26). Les arcs entre deux nœuds 
indiquent un chevauchement entre ces deux k-mères, tel que les k-1 derniers nucléotides du 
premier k-mère sont identiques aux k-1 premiers nucléotides du deuxième (21, 26). 
 
Bien qu'il semble non-intuitif de briser nos lectures en plus petits fragments alors que le but de 
l'assemblage est de combiner nos lectures, cette transposition de problème a pour effet de 
simplifier le graphe considéré (26, 28). De cette façon toutes les séquences identiques de taille 
k présentes dans le jeu de données ne se trouvent représentées qu'une seule fois dans le graphe 
plutôt que chacune des lectures (26, 28). L'assemblage est ensuite déduit en sélectionnant le 
chemin correspondant aux nœuds du graphe traversés par ces lectures. De plus, en considérant 
les lectures de façon partielle, il est possible d'utiliser des portions d'une lecture pour 
construire le graphe, malgré le fait qu'elle puisse contenir des erreurs de séquençage ou des 
restants d'amorces. 
 
L'utilisation de graphes DeBruijn permet  l'utilisation de nombreux algorithmes pour faciliter 
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la recherche de chemins Eulériens ce qui simplifie grandement plusieurs étapes de résolution 
du graphe (26). Par contre, un des paramètres essentiels à une bonne utilisation des graphes 
DeBruijn, la taille de k-mère, n'est pas aussi facile à manier. La taille de k-mère choisie 
change grandement l'allure du graphe produit. En supposant qu'il existe une taille optimale de 
k-mère que l'on décrira comme « k » qui est un nombre impair (pour éviter qu'un k-mère soit 
également son propre complément inverse (27)) positif forcément plus petit que la taille de nos 
lectures, choisir une valeur de k-mère très inférieure ou très supérieure à k pourrait devenir 
nuisible à l'assemblage. Si une valeur de k-mère trop petite est choisie, le graphe résultant sera 
difficile à résoudre (27-29), Si nous prenons l'exemple de la Figure 2, une taille de k-mère 
petite signifiera que les k-mères générés seront probablement très redondants, par conséquent 
de nombreux arcs quitteront et arriveront de chacun des nœuds du graphe, produisant un 
nombre important de cycles dans le graphe (27). Tout cycle à l'intérieur du graphe DeBruijn 
est le signe de la présence d'une répétition, puisqu'il existe un arc partant du nœud courant vers 
un nœud déjà visité.  
 
Tel que mentionné précédemment, les répétitions constituent un des éléments les plus 
difficiles à résoudre de l'assemblage. La présence de cycles dans le graphe DeBruijn aurait 
pour effet de perturber l'assemblage, puisque passer par un cycle signifie que l'on choisirait un 
arc plus d'une fois ce qui ne respecte pas les contraintes d'un chemin Eulérien (27, 29, 30). 
Imaginons une situation où on essaye d'assembler des lectures provenant d'une région 
similaire à celle présentée à la Figure 1.1 (A-B-C-B'-D). L'assemblage qui en résulterait serait 
donc divisé en cinq parties, un contig représentant la région précédent la première répétition, 
un autre contig représentant la région suivant la deuxième répétition, un troisième contig situé 
entre les deux répétions et un dernier contig représentant la région répétée (voir Figure 1.3). 
La couverture de ce contig sera plus élevée que celle des autres contigs puisqu'il sera composé 
des lectures appartenant aux deux régions répétées sans discrimination. Les graphes DeBruijn 
n'ont pas de problème avec les répétions si elles sont plus courtes que la longueur du k-mère, 
puisque la répétition ne se reflète pas dans l'organisation du graphe (29, 30). Par conséquent, 































Figure 2.  Graphes DeBruijn du même jeu de données théoriques à partir de k-mères de tailles 
différentes. (A) Avec un k-mère de taille 3, le graphe DeBruijn comporte de multiples cycles 
rendant sa résolution difficile. (B) Avec un k-mère de taille 5, il n'existe qu'un seul cycle dans 
le graphe. Cependant, la couverture inégale de la molécule séquencée empêche l'observation 
du k-mère «CAACA» détruisant la connexité du graphe. 
Séquence d'origine:           ACTAGCTACAACAGTACGTACGTAAAC 








longueur de k-mère = 3 












longueur de k-mère = 5 
ACTAG CTAGC TAGCT AGCTA GCTAC CTACA TACAA ACAAC 
AACAG ACAGT CAGTA AGTAC GTACG TACGT ACGTA CGTAC CGTAA GTAAA TAAAC 
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Choisir une taille de k-mère égale à la taille de nos lectures revient à utiliser une approche très 
proche des algorithmes OLC, puisqu'on considère au final l’alignement entre les séquences 
entières de nos lectures. Choisir une taille de k-mère trop grande, c'est-à-dire beaucoup plus 
grande que la taille k optimale n'est pas non plus sans risque. En effet, les graphes DeBruijn 
représentent la superposition exacte entre les k-mères. L'introduction d'erreurs dans les 
lectures lors du séquençage a donc pour effet de créer des lectures dont la séquence diverge de 
celle des autres et qui entraînent l'apparition de nouveaux k-mères qui complexifient la 
structure du graphe (27, 29). Il est également possible qu'à cause d'une faible couverture dans 
certaines régions séquencées, ou d'une densité d'erreur trop importante, qu' il n'y ait pas assez 
de lectures pour générer tous les k-mères nécessaires à l'assemblage de lectures qui se 
chevauchent sur une longueur plus courte que la taille du k-mère (voir Figure 2) (27-29). Ce 
phénomène crée littéralement un trou dans le graphe et dans l'assemblage (27-29). Les 
séquences plus courtes que la taille de k-mères seront également exclues. Des tailles de k-
mères trop élevés rendent donc l'assemblage vulnérable aux erreurs de séquençage et aux 
régions de couvertures inégales (29). 
 
Cependant, à l'inverse, utiliser des k-mères de grandes tailles, permet de ne conserver que les 
régions très bien soutenues de notre assemblage (29). Puisqu'elles sont composées de plus de 
lectures, elles résistent mieux à la perte de séquences causée par la présence d'erreurs. 
 
En résumé, trouver la taille de k-mère optimal est un problème difficile puisqu'il s'agit d'une 
valeur qui dépend à la fois de la longueur des lectures disponibles, de la présence de répétions, 
de la densité d'erreurs dans les lectures et de la couverture de séquençage. Velvet (27), SOAP 
DeNovo (31) et ABySS (32) sont des exemples d'assembleur DBG. 
 
C.3 – Le rôle de la couverture dans les assembleurs de type Graphe DeBruijn 
 
Avec le développement des assembleurs, certains algorithmes ont introduit le paramètre de 
seuil de couverture qui permet d'établir la couverture de séquençage attendue et donc de faire 
la distinction à l'intérieur du graphe entre les zones répétées (couverture élevée), les zones 
erronées (couverture faible) et les régions justes (couverture moyenne attendue) (33, 34). Tout 
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de même, bien que ces améliorations facilitent l'assemblage, la résolution des répétions plus 
longues que la taille des lectures reste un problème non-résolu (27-29). Cependant, le 
traitement des répétitions par les graphes DeBruijn rend cette méthode plus intéressante que 
les méthodes OLC; car au lieu de masquer les régions répétées, elles sont représentées dans le 
graphe DeBruijn. Bien que de multiples permutations soient possibles autour des zones 
répétées, leur présence est directement modélisée par le graphe qui se trouve à être une source 
d'informations potentiellement très utile pour la finition de l'assemblage. 
 
D - Finition d'assemblages partiels 
 
La finition consiste à (essayer de) combler les trous qui séparent notre assemblage en plusieurs 
contigs (35). À cette étape, notre assemblage peut se présenter en un mélange de deux formes : 
sous la forme des contigs ou sous la forme de scaffolds (échafaudages) (35, 36). Un 
scaffold est une structure composée de plusieurs contigs dont on connaît l'orientation relative, 
ainsi que la distance approximative les séparant (35-37). Les scaffolds peuvent être construits 
par les assembleurs s'ils ont à leur disposition des lectures pairées (paired-end). Les lectures 
pairées sont des paires de lectures séquencées aux deux extrémités d'un même fragment 
d'ADN. De cette façon en connaissant la taille du fragment séquencé et la taille des lectures 
générées, nous pouvons déduire les nombres de nucléotides qui se trouvent entre ces deux 
lectures. L'utilisation de ces types de lectures permet la formation de scaffolds qui peuvent être 
utilisés comme squelettes pour la finition de l'assemblage, et surtout à la résolution de 
répétitions (36, 37). Il existe un autre type de lectures pairées appelé  paired-end overlap. 
Lorsque la taille du fragment séquencé est plus petite que la somme des tailles des lectures, il 
n'y a pas d'espace séparant les lectures d'une paire. Les deux lectures se chevauchent donc. Ces 
lectures peuvent être fusionnées pour obtenir de plus longues lectures. 
 
Les outils de finitions actuels utilisent généralement une des deux approches suivantes : 
l'extension des extrémités des contigs (38-40) ou le remplissage de scaffolds (38, 41-44). 
L'extension des extrémités de contigs consiste à chercher des lectures dont la séquence est 
similaire à celle de l'extrémité d'un contig (40). Les lectures qui correspondent à cette 
séquence sont ajoutées aux contigs pour l'allonger progressivement (40). Éventuellement ces 
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contigs allongés pourraient se chevaucher, menant ainsi à la création d'un nouveau contig plus 
gros. Le remplissage de scaffolds va plutôt utiliser des lectures pairées pour essayer de former 
des scaffolds et de trouver s'il existe déjà des contigs qui pourraient combler ces scaffolds (41, 
44). En utilisant l'information de paire, il est possible de connaître la distance séparant deux 
lectures. De cette façon on peut déduire l'emplacement de certains contigs. Dans certains cas 
cette information peut être utilisée pour résoudre le positionnement des régions répétitives de 
l'assemblage. 
 
Cependant, les approches ne se concentrant que sur un seul trou à la fois, ou une seule 
extrémité à la fois, risquent fortement de commettre des erreurs d'assemblage. Une lecture ne 
peut être placée qu'à un seul endroit dans l'assemblage. Lorsqu'on considère des régions 
répétitives qui sont la cause principale de trous dans l'assemblage, particulièrement avec les 
approches DBG, on retrouve souvent des lectures qui pourraient être placées à plus d'un 
endroit. En n'observant qu'une seule partie du problème à la fois on risque de ne pas considérer 
la présence d'un conflit potentiel et de procéder à des ajouts erronés qui pourraient bloquer le 
processus d'assemblage et de finition en créant un contig chimérique.  
 
L'avantage des méthodes d'assemblage par graphe est qu'en considérant toutes les données en 
même temps, elles peuvent détecter ce genre de conflits et éviter de construire de mauvais 
assemblages. Une méthode de finition intéressante devrait essayer d'utiliser une approche 
similaire pour obtenir des résultats optimaux. 
 
E – Erreurs de séquençage 
E.1 – Identification et correction des erreurs de séquençage 
 
Il est important de comprendre que la qualité d'un assemblage dépend directement de la qualité 
des lectures assemblées. Il sera extrêmement difficile d'obtenir un assemblage de qualité si 
notre séquençage contient un taux d'erreurs élevé. C'est pourquoi plusieurs articles de la 
littérature portent sur la détection d'erreurs de séquençage (45-54). La marche à suivre idéale 
serait de corriger ces lectures de façon à faciliter l'assemblage et à exclure de potentielles 
erreurs dans l'assemblage, plutôt que de les tronquer ou de les exclure complètement. De cette 
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façon, on peut également minimiser la perte de données potentiellement associée à ces erreurs. 
 
De façon générale, les méthodes de correction des lectures de séquençage supposent que les 
erreurs de séquençage sont relativement rares (aléatoires), et que par conséquent on retrouvera 
plus de lectures justes que de lectures aléatoirement erronées. Bien qu'il existe plusieurs 
approches pour la correction de lectures, un grand nombre d'entre elles utilisent l'abondance de 
k-mères, soit directement (46, 51, 53), soit par l'entremise d'arbres à suffixes ou d'alignements 
multiples (47, 54). Ces outils vont identifier les k-mères rares et considérer qu'ils sont le 
résultat d'erreurs de séquençage. Ces séquences seront ensuite corrigées en utilisant la 
séquence du k-mère juste le plus similaire. 
 
Cependant, ces approches pourraient introduire des erreurs si la couverture de la molécule 
séquencée n'est pas uniforme ou si la procédure n'utilise pas de seuil de couverture approprié à 
ces données. En effet, si nous essayions de séquencer un génome possédant plusieurs régions 
difficiles à séquencer ou si la fragmentation du génome avant le séquençage est produite par 
une méthode biaisée (comme la sonication par exemple), la répartition des lectures ne serait 
pas uniforme sur tout le génome. De cette façon, il serait possible d'identifier un k-mère rare 
comme étant erroné, et donc de modifier sa séquence en voulant le corriger, alors qu'il 
appartient simplement à une région possédant une faible couverture. 
 
Plus récemment, on voit apparaître des approches différentes, par exemple BayesHammer (48) 
compris dans l'assembleur SPADES (55). Cette méthode consiste à utiliser le clustering 
Bayésien pour définir une liste de k-mères sûrs qui seront utilisés pour corriger les k-mères 
divergents (48). BayesHammer fonctionne bien même avec les jeux de données dont la 
couverture n'est pas uniforme (48).  
 
La grande limite de toutes ces méthodes est qu'il faut quand même que plusieurs lectures 
justes soient présentes dans les jeux de données pour faire une correction adéquate d'une erreur 
donnée. C'est pourquoi, les erreurs de séquençage systématiques restent plus difficiles à 




La présence d'erreurs systématiques au niveau du compte des homopolymères dans le 
protocole 454 et la longueur maximale plutôt réduite des lectures 454 (500 pb) expliquent 
d'ailleurs la perte de popularité du séquençage 454 comparativement à des méthodes comme 
Illumina (11, 14, 21). 
 
E.2 - Erreurs de séquençage en paires 
 
Les protocoles de séquençage de lectures pairées peuvent, eux aussi, engendrer des erreurs qui 
compliqueront l'assemblage, comme la production de lectures chimériques (56). La production 
de paires dont la taille d'insert ne correspond pas à la distance attendue est également possible, 
ce qui peut entraîner une confusion durant la phase de scaffolding (56). 
 
F - Application pratique du projet : StachEndo 
 
En étant conscient des limitations des différentes méthodes de séquençage et des erreurs 
pouvant en découler, ainsi que des différents types d'assembleurs, nous espérons pouvoir 
obtenir une compréhension suffisante du domaine de l'assemblage de novo de  génomes pour 
développer une marche à suivre quasi-automatique, permettant l'assemblage de novo de 
génomes bactériens et eucaryotes de taille modeste (jusqu'à ~100 MB, comme la plupart des 
champignons). 
 
Or, notre laboratoire a détecté la présence d'une bactérie endosymbiote dans l'amibe terrestre 
Stachyamoeba lipophora, en plus d'une mitochondrie. Cette bactérie endosymbiote est, à notre 
connaissance, inconnue. Nous ferons référence à cette bactérie au cours de ce mémoire par le 
nom StachEndo (Stachyamoeba lipophora endosymbiont). Le génome de StachEndo, ainsi 
que de la mitochondrie de Stachyamoeba lipophora furent séquencés en utilisant les méthodes 
Sanger (seulement pour le génome mitochondrial), 454 et Illumina. 
 
Des analyses réalisées sur des séquences partielles du génome de StachEndo ont révélé de 
fortes similarités entre ce dernier et les bactéries endosymbiotes Rickettsia. D'autres analyses 
ont également montrées que contrairement à toutes les espèces connues de Rickettsiales, 
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StachEndo et son hôte sont co-dépendants et donc qu'aucun des deux ne peut survivre sans 
l'autre. Cette relation n'est pas sans rappeler le lien qui unit les organismes eucaryotes à leurs 
organelles, comme les mitochondries et les chloroplastes. 
 
F.1 - Théorie endosymbiotique de l'origine des organelles 
 
Selon la théorie endosymbiotique de l'origine des organelles, il y a environ 1 milliard d'années, 
des bactéries aérobiques auraient pénétré à l'intérieur d'organismes proto-eucaryotes par 
phagocytose (57-59). Le passé bactérien de l'organelle expliquerait la présence de son ADN 
qui n'est pas apparenté à celui de son hôte et la seconde membrane l'entourant serait un vestige 
de l'invagination de la membrane cellulaire de cet hôte lors de la phagocytose de la bactérie 
aérobique (58). 
 
Ces bactéries, plutôt que d'être éliminées par leur nouvel hôte proto-eucaryote, développèrent 
une relation symbiotique mutuellement bénéfique avec leur hôte (60). En devenant un 
endosymbiote (symbiote vivant à l'intérieur de son hôte), ces bactéries obtiennent la protection 
de leur hôte et peuvent profiter des nutriments de ce dernier. En échange, la cellule eucaryote 
acquiert la capacité de générer de l'ATP de façon aérobique, facilitant ainsi sa production 
d'énergie (60). 
 
Ces bactéries aérobiques, au fils du temps, se seraient transformées, pour devenir les 
mitochondries avec leur génome hautement réduit que nous connaissons actuellement. De 
façon analogue, des bactéries photosynthétiques auraient donné naissance aux chloroplastes 
des cellules végétales (60, 61). 
 
Un des processus qui explique la réduction du génome de ces endosymbiotes en organelles, 
telles que nous les connaissons, est l'évolution réductive (60). Dans les scénarios où l'hôte et 
son endosymbiote développent une relation dépendante et la bactérie devient un endosymbiote 
« obligatoire » (ni l'hôte ni l'endosymbiote ne peut survivre seul), l'endosymbiote vit 
exclusivement à l'intérieur de son hôte, par conséquent son environnement est particulièrement 




La redondance de fonctions entre l'hôte et son endosymbiote est un des facteurs importants de 
cette diminution. Par exemple, puisque l'organisme hôte peut fournir de nombreux métabolites 
et protéines à son endosymbiote, les gènes qui permettent à la bactérie d'accomplir la 
biosynthèse de ses composés ne sont plus essentiels à sa survie (62). De cette façon, la 
pression sélective empêchant la fixation de mutation sur ces gènes de façon à conserver leur 
intégrité est grandement diminuée (60, 62). Ultimement, ces gènes, étant devenus non-
fonctionnels, sont purgés du génome (62). Des événements de recombinaison à l'intérieur du 
génome de l'endosymbiote peuvent aussi prendre place, menant au réarrangement ou même à 
la délétion de régions sans fonction du génome (62). 
 
La bactérie endosymbiote vit relativement isolée à l'intérieur de son hôte, elle n'a donc pas 
l'opportunité de corriger ce genre de pertes lors d'événements de reproduction sexuée ou par 
transformation bactérienne. Les bactéries endosymbiotes obligatoires fixent donc ces 
mutations plus rapidement que les bactéries vivant librement (60, 62). 
 
La perte des gènes associés à la biosynthèse des nutriments est souvent observée chez les 
bactéries endosymbiotes, laissant penser qu'il s'agit d'une des premières phases de pertes lors 
de la réduction du génome chez les endosymbiotes obligatoires (60, 62, 63). De son côté, 
l'organisme hôte peut également perdre certains de ces gènes si les fonctions qui leurs sont 
associées sont prises en charge par l'endosymbiote. Ces transformations ont pour effet de 
renforcer progressivement la co-dépendance qui existe entre l'hôte et son endosymbiote (60). 
 
F.2 - Phylogénie des endosymbiotes et des mitochondries 
 
Avec le développement des méthodes d'analyse bio-informatiques, il a été possible de 
renforcer la théorie endosymbiotique. En effet, plusieurs études utilisant des séquences 
génomiques, des séquences de protéines encodées par la mitochondrie, ou des séquences 
d'ARNr, ont montré par inférence d'arbres phylogénétiques qu'il existait un lien de parenté 
entre les mitochondries et la grande classe des Alpha-Protéobactéries, notamment des  

















Figure 3.  Arbre phylogénétique des Alpha-Protéobactéries, réalisé à partir des séquences des 
ARN 16S par maximum de vraisemblance. Figure tirée de Wang & Wu (2015)  (70). 
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Le positionnement exact de la proto-mitochondrie ne fait pas consensus (61, 64-68), 
l'emplacement phylogénétique le plus souvent mentionné dans la littérature se trouve dans 
l'ordre des Rickettsiales. L'ordre des Rickettsiales est composé exclusivement d'endosymbiotes 
obligatoires, contrairement aux autres Alpha-Protéobactéries qui vivent librement. Les 
Rickettsia sont des bactéries Gram-négative menant un mode de vie de parasite endosymbiote 
obligatoire (70). Plusieurs maladies, dont certaines peuvent affecter l'humain, leurs sont 
associées (71). En raison de leur mode de vie, les Rickettsia ont connu d'importants 
événements de réduction de génome sous l'influence de l'évolution réductive, rappelant 
certaines caractéristiques mitochondriales (62).  
 
F.3 - Caractéristiques génétiques de StachEndo 
 
Le fait que StachEndo ait développé une co-dépendence avec son hôte indique qu'elle pourrait 
devenir une sorte de future organelle pour Stachyamoeba lipophora. Ce constat nous indique 
qu'au cours de leur vie commune, les deux espèces ont perdu des gènes, sous l'effet de 
l'évolution réductive, renforçant ainsi l'interdépendance entre ces deux organismes.  
 
Par contre, l'analyse réalisée sur des séquences préliminaires (disponibles au début du projet) 
de StachEndo a également permis de détecter la présence de divers gènes (dont des gènes 
flagellaires) qui ne sont habituellement pas associées aux endosymbiotes (72). Ces indices 
nous amènent à croire que StachEndo est probablement un jeune endosymbiote dont le 
génome est à un stade relativement précoce de réduction, puisque ces gènes, qui sont a priori 
obsolètes, sont toujours présents. 
 
L'analyse du génome de StachEndo nous permettrait d'en apprendre plus sur les 
mécanismes de la transition de la vie libre à la vie d'endosymbiote. L'ajout d'un nouveau 
génome de Rickettsia, qui, d'après les séquences partielles obtenues, serait 
potentiellement moins divergent, pourrait également aider à consolider certaines 
phylogénies dont celles s'attardant à l'organisation de l'ordre des Rickettsiales (ayant 
connu un influx de nouvelles espèces candidates) et également à l'emplacement de 




C'est pour toutes ces raisons que nous chercherons à assembler complètement le génome de 
StachEndo à l'aide des méthodes que nous aurons développées. 
 
En résumé, nous avons fait séquencer le génome de StachEndo, ainsi que le génome 
mitochondrial de Stachyamoeba lipophora avec les technologies 454 et Illumina. Nous avons 
donc eu accès à de longues et de courtes lectures. De plus le séquençage Illumina était de type 
Mate-pair et a produit des lectures pairées. Dans le but de trouver une technique d'assemblage 
efficace, nous avons comparé divers algorithmes publiques d'assemblage de génome de novo 
appartenant aux deux grandes familles d'assembleurs actuels (OLC et graphes DeBruijn), ainsi 
que plusieurs outils publiques de finitions de génome. Plus précisément, nous avons évalué 
plus en détails les assembleurs suivants: 
 - Mira (24) 
 - Newbler (8) 
 - Celera (23) 
 - Velvet (27) 
 - SOAP DeNovo (31) 
et les outils de finitions suivants: 
 - SSPACE (37)/GapFiller (41) 
 - Minimus2 (73) 
 - CONSED (74) 
 
En nous inspirant des approches d'assemblages de transcriptomes utilisant de multiples valeurs 
de k-mères simultanément, nous avons développé un algorithme de finition de génomes appelé 
"addition préférentielle de k-mères". Cette méthode permet une combinaison dirigée de 
plusieurs assemblages préexistants d'un même jeu de données. Cette idée, que nous avons 
d'abord essayée de recrée à partir d'outils de finitions publiés, fut implémentée sous forme d'un 
script Perl réutilisant uniquement l'aligneur de séquences Nucmer. Les détails algorithmiques 
de cette nouvelle méthode sont exposés dans ce mémoire. Nous proposons également une 
approche utilisant l'assembleur Velvet permettant l'assemblage de lectures pairées provenant 




Toutes ces expériences furent menées dans le but d'obtenir une méthode automatisée (pour 
limiter le risque d'introduire des erreurs à cause de manipulations humaines) nous permettant 
d'assembler le génome de StachEndo, l'endosymbiote bactérien inconnu de Stachyamoeba 
lipophora, mais assez versatile pour être utilisée avec différents types de génomes. 
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2- ASSEMBLAGES ET PROPRIÉTÉS DES K-MÈRES 
 
Le projet de ce mémoire peut être divisé en deux grands thèmes. Premièrement, les travaux en 
lien avec l'assemblage de génomes et, deuxièmement, l'analyse du génome nouvellement 
assemblé de StachEndo. 
 
A - Données utilisées 
 
Quatre jeux de lectures du génome de StachEndo et du génome mitochondrial de 
Stachyamoeba lipophora furent utilisés pour ce projet. Tout d’abord, un séquençage Sanger du 
génome mitochondrial, suivi de son assemblage fut réalisé. Ces données seront utilisées 
comme référence pour évaluer la qualité des assemblages mitochondriaux.  
Pour les données de nouvelle-génération, un séquençage fut réalisé selon le protocole 454, ce 
qui généra 805 532 lectures d'une taille moyenne de 370 pb. Dans un deuxième temps, un 
premier séquençage HiSEQ Illumina paired-end fut réalisé selon le protocole Mate-Pair, 
produisant 72 812 370 lectures, ou 36 406 185 paires de lectures de 108 pb. Le troisième jeu 
de données correspond à un deuxième séquençage Illumina paired-end (MiSEQ cette fois-ci). 
Ce deuxième séquençage a produit 14 660 224 lectures du type pairées chevauchantes d'une 
longueur moyenne de 250 pb. Ce troisième jeu ne fut utilisé que lors de la finition du génome. 
 
B – Méthodes d'assemblage 
 
Dans cette partie du mémoire, nous nous intéresserons aux diverses méthodes d'assemblage de 
génome. Pour ce projet, nous avons cherché à comparer plusieurs assembleurs de façon à 
trouver lequel, ou la combinaison desquels, serait le plus efficace pour assembler des génomes 
bactériens. Nous avons décidé d'utiliser des assembleurs facilement disponibles 
(préférablement dans le domaine public), plutôt que d'en créer un nouveau de toute pièce, car 
il existe un nombre impressionnant de logiciels publiés qui font déjà bien le travail 
(actuellement, on peut facilement recenser près d'une cinquantaine d'assembleurs). Puisque 
tous les assembleurs présentent des défauts et engendrent différents types d'erreurs, et qu'il 
nous semble difficile de faire mieux en créant notre propre assembleur, il nous apparaissait 
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donc plus pertinent de concentrer notre développement sur la finition des génomes pour 
contourner ces limitations. 
 
B.1 – Sélection de logiciels d'assemblage de base 
 
Nous avons donc sélectionné 5 assembleurs aux propriétés différentes en nous basant sur les 
noms les plus souvent retrouvés dans la littérature. Nous nous sommes assurés d'avoir des 
assembleurs appartenant aux deux grandes familles d'assembleurs. Ces assembleurs peuvent 
tous produire des assemblages hybrides, c'est-à-dire un assemblage produit à partir de lectures 
de plus d'une technologie de séquençage.  
 
Tableau I – Logiciel d'assemblage de novo de séquences et leurs propriétés 
Assembleurs Mira Celera Newbler Velvet 
SOAP 
DeNovo 

















L, C, PE L, C, PE L, PE C, PE C, PE 
Assemblages 
hybrides 
Oui Oui Oui Oui Oui 
Légende : L = longues lectures, C= courtes lectures, PE = paired-end 
 
Dans la famille des assembleurs OLC, nous avons sélectionné Newbler, Celera et MIRA et 
dans celle des assembleurs par graphe DeBruijn, Velvet et SOAP DeNovo. Ces deux derniers 
ont été conçus pour l'assemblage de courtes lectures, mais peuvent utiliser des lectures plus 
longues en échange d'utilisation de mémoire supérieure (en utilisant plus de mémoire).  
 
D'autres assembleurs ont été également testés, mais écartés des étapes suivantes du projet. 
Mentionnons entre autres, ABYSS et Ray (75), dont les résultats préliminaires étaient très 
similaires à ceux de Velvet et SOAP DeNovo, et ALLPATHS-LG (76) qui n'était pas tout à 
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fait adapté au type de données dont nous disposions. 
 
B.2 – Identification d'une méthode de comparaison 
 
Maintenant que nous avons sélectionné cinq assembleurs, il faut trouver une façon de 
comparer leurs assemblages. Pour ce faire, on doit comparer le résultat de l'assemblage d'une 
même molécule d'ADN dont la séquence est connue de façon à identifier le nombre d'erreurs 
présent dans chaque assemblage. Idéalement, la molécule d'ADN avec laquelle nous 
conduirons ces tests devrait posséder certains points communs avec une bactérie 
endosymbiote, puisque le but ultime reste d'étudier des bactéries de ce type. 
 
Sachant que le cytoplasme de l'amibe Stachyamoeba lipophora (obtenu en brisant sa 
membrane nucléaire) contient l'ADN de son noyau, de ses mitochondries, de StachEndo et 
potentiellement des débris provenant des bactéries composant sa diète, les lectures produites 
par les séquençages de StachEndo contiennent donc, elles-aussi, tous ces génomes. Bien que le 
noyau soit facile à extraire de ce mélange, il n'est pas aussi facile de séparer StachEndo des 
mitochondries puisque les deux possèdent des caractéristiques semblables (gènes et 
pourcentage de nucléotides A+T).  
 
Heureusement, la séquence du génome mitochondriale de Stachyamoeba avait déjà été 
déterminée dans notre laboratoire grâce au séquençage Sanger. Le séquençage Sanger, bien 
que beaucoup plus coûteux et long à réaliser, produit des lectures longues en faisant très peu 
d'erreurs. Ces lectures avaient été assemblées avec la série d'outils Phred/Phrap/Consed (74, 
77, 78) sans difficulté, donnant un seul contig circulaire de 49 685 pb. En raison de la 
méthode utilisée pour obtenir cette séquence, nous considérons que cette séquence du génome 
mitochondrial de Stachyamoeba lipophora est exacte et pourrait être utilisée comme standard 
de comparaison des méthodes d'assemblage. De plus, plusieurs analyses ont été menées sur ce 
génome. Elles révèlent qu'il contient tous les gènes mitochondriaux attendus et qu'aucun d'eux 
ne possède de changement de cadre de lecture. Nous considérons donc que la séquence de ce 




En alignant toutes les lectures de séquençage sur ce génome de référence, on a extrait les 
lectures provenant du séquençage de la mitochondrie. Au final, 32 635 sur 805 532 lectures 
454 et 130 968 sur 72 812 370 lectures Illumina Mate-Pair appartiennent à la mitochondrie. 
 
B.3 – Comparaison des logiciels d'assemblage 
 
Tableau II – Comparaison de différents protocoles d'assemblage de séquence sur le génome 

































































# reads 33 374 33 374 33 374 130 986 130 986 164 360 197 734 
Taille (pb) 52 215 50 075 49 709 49 105 48 889 49 174 51 483 
Insertions 4 1 0 0 0 1 1 
Délétions 0 2 0 0 0 0 0 








78 (56) 12 (12) 11(11) 20 (18) 70 (53) 
Légende : - Homopolymères = nombre d'erreurs attribuables aux erreurs d'homopolymères 
 - uniques = nombre d'homopolymères d'une longueur erronée 
 - Insertion/délétion =  nucléotide de plus/de moins à une position précise par rapport 
  à la séquence de référence 
 
B.3.1 – Newbler, Celera et Mira sur les lectures 454 
 
On a procédé à un assemblage des lectures 454 avec les assembleurs Newbler, Celera et Mira.  
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Dans les trois cas, l'assemblage résultant, formant un seul contig, est plus grand que le génome 
mitochondrial attendu. Cette observation s'explique par le fait que l'on retrouve une zone 
répétée aux extrémités du contig. On peut expliquer cette répétition par le caractère circulaire 
du génome mitochondrial (vérifié par alignement contre référence).  En conclusion, le génome 
mitochondrial forme un seul contig. 
 
On remarque que lors des assemblages Mira [1] et Celera [2] seulement quelques positions de 
l'assemblage furent soient insérées ou perdues (causé par le taux d'insertion/délétion de 
nucléotide plus élevé du séquençage 454). Par contre, on remarque, dans les trois assemblages 
utilisant uniquement les lectures 454, un nombre très important d'erreurs au niveau du compte 
des homopolymères. Cette constatation était attendue puisque la détermination du nombre de 
nucléotides dans un homopolymère est la principale source d'erreurs lors du séquençage 454. 
Les lectures 454 étant systématiquement erronées, il est donc attendu que leur assemblage 
contienne des erreurs à ces positions également. On remarque que l'assembleur Celera est 
particulièrement mauvais pour estimer le nombre correct de nucléotides dans un 
homopolymère, générant un nombre d'erreurs presque deux fois plus grand que Mira et 
Newbler.  
 
B.3.2 – Velvet, SOAP DeNovo et Mira sur les lectures Illumina 
 
Nous avons ensuite procédé à un assemblage des lectures Illumina avec les assembleurs 
Velvet et SOAP DeNovo. Cependant, l'utilisation de ces outils ne nous a pas permis d'obtenir 
le génome mitochondrial de Stachyamoeba lipophora en un seul contig.  
 
C'est pourquoi nous avons utilisé la dizaine de contigs produits par les assemblages Velvet et 
SOAP DeNovo et les avons donnés en entrée à Mira en les faisant passer pour de longues 
lectures de types Illumina. Pour contourner des exigences de Mira, on a attribué une qualité 
uniforme de 30 à toutes les positions des contigs. 
 
Suite à ces modifications, Mira réussit finalement à concilier ces contigs de façon à n'en 
produire qu'un seul, d'abord à partir des contigs de Velvet et ensuite à partir de ceux de SOAP 
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DeNovo. Ce faisant, on a pu obtenir les assemblages [4] et [5] du Tableau II. On remarque 
que ces deux assemblages sont plus courts. En effet, ils ne couvrent pas complètement le 
génome mitochondrial de Stachyamoeba lipophora. Une région d'environ 500 pb est absente 
des deux assemblages. Cette région est très riche en homopolymères T et A. Un réalignement 
des lectures Illumina mitochondriales que nous avons extraites pour faire l'assemblage nous 
indique que la couverture dans cette région est beaucoup plus faible qu'ailleurs dans le 
génome, ce qui expliquerait nos difficultés d'assemblage (11-13). La faible couverture pourrait 
être interprétée comme un signe de la présence d'erreurs de séquençage. Un nombre important 
de lectures associées à cette région serait donc exclue de l'assemblage. Cependant, il est très 
important de remarquer la très faible quantité d'erreurs associée à ces deux méthodes. On ne 
dénote qu'un petit nombre d'erreur d'homopolymères. 
 
B.3.3 – Assemblages hybrides 
 
Nous avons ensuite essayé de produire des assemblages hybrides. Un assemblage hybride 
consiste à combiner des lectures provenant de différentes technologies de séquençage (10). 
Notre supposition initiale était de combiner nos données 454 et Illumina de façon à tirer profit 
des avantages des deux, tout en minimisant leurs inconvénients respectifs. 
 
La première approche utilisée [7] était plutôt naïve. Elle consistait simplement à combiner les 
contigs de trois assemblages précédents (Illumina avec SOAP DeNovo et 454 avec Newbler et 
Mira) à l'aide de Mira. L'assemblage résultant ne fut pas concluant. 
 
Nous avons ensuite essayé une approche plus structurée [6]. Puisque les données Illumina 
semblent contenir moins d'erreurs que les 454 qui sont plus longues, nous avons décidé 
d'utiliser l'option « mapping/backbone » de Mira (24). Cette option permet de définir des 
lectures qui serviront de carcasse (backbone) sur laquelle les autres lectures seront alignées 
(mapping) (24). De cette façon, les données 454 sont utilisées comme squelette, puisqu'elles 
s'assemblent facilement pour former le chromosome mitochondrial complet. Ensuite, les 




L'assemblage résultant a produit le résultat espéré. On a obtenu un assemblage couvrant tout le 
génome mitochondrial et possédant un nombre d'erreurs bien inférieur à celui des assemblages 
n'utilisant que des données 454. Par contre, il nécessite de faire séquencer un génome plusieurs 
fois. Dans certaines situations, il peut être difficile d'extraire suffisamment d'ADN pour 
plusieurs séquençages. Le coût de multiples séquençages peut également être prohibitif. 
 
Nous avons également essayé d'assembler nos données Illumina à l'aide des assembleurs OLC, 
ainsi que nos données 454 à l'aide d'assembleurs par graphes DeBruijn. Aucun de ces 
assemblages n'a donné de résultats pertinents. 
 
La principale observation tirée de ces résultats est que les lectures Illumina, bien que plus 
difficiles à assembler que les lectures 454 qui sont plus longues, produisent des assemblages 
de meilleure qualité. Seuls les assembleurs de type graphe DeBruijn ont permis d'assembler 
nos données Illumina. Cependant, ces assemblages sont incomplets. Il est donc nécessaire de 
trouver des façons efficaces de combiner les contigs produits, et ainsi combler les trous 
présents dans ces assemblages. L'utilisation d'autres assembleurs comme Mira semble une 
piste de solution.  
 
Toutefois, avant de commencer à imaginer de nombreuses techniques de finition de génome, il 
est essentiel de bien comprendre les limites des assembleurs DBG. 
 
B.4 – Limites des graphes DeBruijn et propriétés de l'assemblage 
 
Puisque nous avons décidé d'approfondir la piste des assembleurs de type graphe DeBruijn, il 
est nécessaire de bien comprendre comment fonctionnent ces derniers et particulièrement 
comment choisir la taille de k-mère optimale pour un assemblage. 
 
Un k-mère est une sous-séquence d'une taille donnée k. Dans les assembleurs DBG, on 
commence par observer tous les k-mères existant dans les jeux de données. Ces k-mères sont 





Théoriquement, plus un k-mère est petit, moins il sera rare dans les jeux de données. Cela aura 
pour effet de créer un graphe très complexe contenant de nombreuses arêtes et donc difficile à 
résoudre (27-29). Inversement plus un k-mère est grand, plus il est unique, ce qui réduira 
considérablement le nombre d'arêtes du graphe. Également, des k-mères plus longs permettent 
de résoudre des répétitions plus grandes (27-29). Cependant, la diminution du nombre d’arêtes 
peut également rendre le graphe plus vulnérable aux k-mères provenant de lectures erronées 
(27-29). 
 
Dans l'absolu, un k-mère doit toujours être impair (pour éviter d'obtenir une séquence 
palindromique ambiguë) et plus petit que la taille de lectures.  
 
Le but de cette expérience était d'observer comment la variation de la taille de k-mère 
influence les assemblages produits par les assembleurs de Bruijn. Velvet a été utilisé pour ces 
tests plutôt que SOAP DeNovo car Velvet ne possède pas de limite sur la taille maximale de 
ses k-mères, alors que SOAP DeNovo, pour des raisons de simplification et d'économie de 
mémoire dans le code, ne peut dépasser 63 pb (31). 
  
On a utilisé quatre jeux de données relativement différents : le génome mitochondrial de 
Stachyamoeba lipophora, utilisé précédemment comme génome gabarit pour l'évaluation des 
assembleurs, le génome de la bactérie d'intérêt StachEndo, les génomes nucléaires et 
mitochondriaux de Scutellospora heterogama (un champignon mycorhize vivant une relation 
symbiotique avec des racines de plantes) (données non-publiées) et le transcriptome de 
cellules musculaires squelettiques de Cyclorana alboguttata (79), une espèce de grenouille 
originaire de l'Australie. On a observé les effets de différentes tailles de k-mère dans un 
intervalle allant d'environ la moitié jusqu'à un peu plus court que la longueur moyenne des 
lectures de séquençage. 
 
B.4.1 – Application au premier jeu (Stachyamoeba lipophora mitochondrial) 
 
On observera dans cette section les effets des différents k-mères sur la variation de la taille 
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totale de l'assemblage, du nombre de contigs, de la taille moyenne de ces contigs et de la 

























Figure 4. Impact de la variation de la longueur des k-mères sur l'assemblage du génome 
mitochondrial de Stachyamoeba lipophora. (A) Variation de la taille de l'assemblage (pb). (B) 
Variation sur le nombre de contigs. (C) Variation de la taille moyenne des contigs (pb). (D) 
Variation de la couverture médiane des contigs de l'assemblage. 
 
 
Ainsi, on peut mieux comprendre l'effet de la taille des k-mères. Cette combinaison de 
caractéristiques nous permet d'observer en détail l'évolution de l'assemblage. Par exemple, une 
diminution de la taille de l'assemblage associée à la diminution du nombre de contigs et 
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l'augmentation de la couverture médiane nous indique que la taille de l'assemblage diminue, 
car l'assemblage génère moins de contigs contenant en général plus de lectures. L'assemblage 
devient donc meilleur. Inversement, si nous observions une diminution de la taille de 
l'assemblage associée à la diminution du nombre de contigs et la diminution de la couverture 
médiane, cela signifierait que nous perdons des contigs et que le nombre de lectures utilisées 
dans les contigs restant diminue. L'assemblage devient donc moins bon.  
 
La Figure 4 montre l'effet des différentes tailles de k-mères (de 41 à 101 par intervalle de 4) 
sur l'assemblage du génome mitochondrial de Stachyamoeba lipophora. La sous-figure 4.A 
révèle qu'initialement la taille de l'assemblage est assez faible et qu'elle augmente avec la taille 
de k-mère. Elle atteint un plateau entre les tailles de k-mère 53 à 81, avant de diminuer 
tranquillement. La Figure 4.B montre que de façon générale le nombre de contigs diminue 
avec l'augmentation de la taille des k-mères jusqu'à l'atteinte d'un palier entre les k-mères 57 et 
77, pour ensuite augmenter une fois ce palier dépassé. Sur la Figure 4.C on observe que la 
taille moyenne des contigs augmente progressivement avec la taille des k-mères avant 
d'atteindre un maximum au k-mère 73, puis redescend. La même observation peut être faite à 
la Figure 4.D en observant la couverture médiane des contigs augmenter, puis diminuer après 
le k-mère 73, avec la taille des k-mères. 
 
En résumé, on remarque, avec ces quatre figures, que les lectures semblent mieux s'assembler 
au fur et à mesure que la taille des k-mers augmente et ce jusqu'à l'atteinte de certaines 
valeurs, que nous décrirons ici comme optimales, à partir desquelles l'assemblage diminue 
tranquillement en efficacité. 
 
B.4.2 – Application au deuxième jeu (StachEndo) 
 
Avec des variations de taille de k-mères identiques à celles du jeu précédent, il est possible 
d'observer un phénomène similaire lors de l'assemblage du génome de StachEndo à la Figure 
5. Dans la Figure 5.A, on remarque que la taille de l'assemblage semble atteindre un certain 
plateau autour du k-mère 67. Sur la sous-figure 5.B, on voit le nombre de contigs diminuer 
avec l'augmentation de la longueur des k-mères. Le nombre de contigs présents dans 
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l'assemblage atteint un plateau entre les valeurs de k-mère 73 et 91. Une augmentation du 
nombre de contigs semble se produire après le k-mère 91 (non visible à cause de l'échelle) 
alors que le nombre de contigs passe de 55 à 72. Les sous-figures 5.C et 5.D montrent que la 



















Figure 5. Impact de la variation de la longueur des k-mères sur l'assemblage du génome de la 
bactérie endosymbiote StachEndo. (A) Variation de la taille de l'assemblage (pb). (B) 
Variation sur le nombre de contigs. (C) Variation de la taille moyenne des contigs (pb). (D) 
Variation de la couverture médiane des contigs de l'assemblage. 
 
De la même façon qu'avec le génome mitochondrial de Stachyamoeba lipophora, on remarque 
que l'augmentation de la taille des k-mères du graphe DeBruijn semble améliorer les résultats 
de l'assemblage jusqu'à l'atteinte d'une valeur limite (ici environ 73bp) à partir de laquelle 




B.4.3 – Application au troisième jeu (Scutellospora heterogama) 
 
Avec le jeu de données provenant de Scutellospora heterogama, on observe des 
comportements différents de nos variables. Au lieu d'observer deux régions distinctes mais 
continues, l'une où l'assemblage semble s'améliorer et l'autre où il semble se dégrader, on voit 



















Figure 6. Impact de la variation de la longueur des k-mères sur l'assemblage du génome de 
Scutellospora heterogama. (A) Variation de la taille de l'assemblage (pb). (B) Variation sur le 
nombre de contigs. (C) Variation de la taille moyenne des contigs (pb). (D) Variation de la 





Ces observations sont liées à la présence d'un « contaminant » dans notre jeu de données.  En 
effet, les lectures de séquençage générées ne couvrent pas seulement le génome nucléaire de S. 
heterogama, mais également son génome mitochondrial. On est donc en présence de deux 
assemblages en parallèle dans la même expérience. Puisque le génome mitochondrial est plus 
petit que le génome nucléaire et qu'il est plus couvert que le génome nucléaire (une cellule 
possède plusieurs mitochondries), il devrait être plus facile à assembler. De plus, puisque le 
génome nucléaire est plus long et qu'il possède possiblement plus de régions répétées, son 
assemblage est plus efficace avec de plus grandes valeurs de k-mers. 
 
Selon nous, la première moitié des courbes correspondrait à l'assemblage du génome 
mitochondrial et la deuxième moitié au génome nucléaire de Scutellospora heterogama. 
 
Cette hypothèse semble confirmer par le fait que la grande dénivellation entre les deux régions 
de nos courbes correspond sensiblement à la région où l'assemblage mitochondrial semble le 
plus performant. En effet, autour des k-mers 123-127, on retrouve la totalité du génome 
mitochondrial en 6 contigs. Par la suite, l'assemblage du génome nucléaire devient de plus en 
plus efficace. Cependant, les lectures mitochondriales et les contigs qu'ils forment ne 
disparaissent pas pour autant. Bien que leur taille varie un peu, ces contigs continuent d'exister 
même lorsque la taille de k-mère augmente. La principale différence entre ces contigs à 
différents k-mères est la profondeur de leur couverture. En utilisant des k-mères de taille 127, 
les contigs mitochondriaux formés possèdent une couverture d'environ 55 à 60x ce qui est 4 à 
5 fois plus important que les contigs nucléaires de taille comparable. Lorsque la taille des k-
mères atteint 191, la couverture de ces contigs chute à environ 22 lectures. Les quelques 
contigs nucléaires de taille comparable (moins de 1% de l'assemblage) possèdent une 
couverture comparable, largement supérieure à la couverture médiane de l'assemblage (~ 4).  
 
Avec nos trois premiers jeux de données, on remarque tout de même la présence d'une taille de 
k-mère particulière ou d'un intervalle de taille, que l'on décrira comme point de rupture. Ce 
point de rupture marque la distinction entre deux comportements de l'assemblage. Plus la taille 
de k-mère choisie se rapprochera du point de rupture, plus la taille des contigs augmentera et 
leur couverture également. Une fois le point de rupture dépassé, la taille des contigs diminuera 
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plus ou moins rapidement. Il en va de même pour leur couverture. La stringence de 
l'assemblage atteignant un niveau critique, la perte de lectures aura a priori un effet négatif sur 
l'assemblage. Les contigs perdront progressivement des lectures. On verra la couverture des 
contigs diminuer jusqu'à ce qu'ils se brisent dans leurs régions de plus faibles couverture et 
que certains contigs disparaissent totalement. 
 



















Figure 7. Impact de la variation de la longueur des k-mères sur l'assemblage du transcriptome 
de cellules musculaires squelettiques de la grenouille Cyclorana alboguttata. (A) Variation de 
la taille de l'assemblage (pb). (B) Variation sur le nombre de contigs. (C) Variation de la taille 





Le quatrième jeu de données est très différent des trois précédents. Il s'agit de lectures 
provenant du séquençage Illumina du transcriptome de cellules musculaires squelettiques de la 
grenouille Cyclorana alboguttata. La Figure 7 représente la variation de différentes 
caractéristiques de l'assemblage selon la taille de k-mère utilisée pour construire le graphe 
DeBruijn de l'assemblage. Contrairement aux autres jeux de données, on ne remarque pas de 
pics particuliers ou de paliers sur nos courbes. La taille de l'assemblage et le nombre de 
contigs semblent constamment diminuer avec l'augmentation de la taille de k-mères, alors que 
la taille moyenne des contigs et leur couverture augmentent. À aucun moment, on observe 
l'inversion de ces tendances. 
 
Les assemblages de transcriptome représentent une situation particulière qui s'apparente un 
peu à ce que nous avons observé avec le jeu de donnée précédent. Le jeu de données de S. 
heterogama était composé de lectures appartenant à au moins deux molécules distinctes, le 
noyau de S. heterogama et son génome mitochondrial. Dans le cas d'un assemblage de 
transcriptomes, toutes les molécules d'ARN d'un échantillon sont retro-transcrites en ADNc, 
puis séquencées. Les lectures proviennent de multiples molécules d'ARN transcrites. Nous 
avons donc plusieurs assemblages en parallèle. Tel qu'observé avec le jeu de données de S. 
heterogama, ainsi qu'à la Figure 7.D, l'augmentation de la taille de k-mère favorise 
l'assemblage des régions plus couvertes. Dans le cadre du séquençage d'ADNc, un ADNc 
particulier sera plus séquencé que les autres s'il correspond à un ARN présent en plus grande 
quantité dans les tissus utilisés. Les ARNs qui sont plus exprimés par les tissus étudiés 
formeront donc des contigs avec une couverture plus grande. L'augmentation de la taille de k-
mère, en favorisant la formation de contigs très couverts, peut diminuer la sensibilité avec 
laquelle nous pouvons détecter des ARNs peu exprimés et dont les contigs sont donc peu 
couverts. De façon générale, l'assemblage d'un transcrit est plus simple que l'assemblage d'un 
génome puisqu'il est plus court, mais une expérience de transcriptomique peut difficilement 
être assemblée avec une seule taille de k-mère sans perdre une partie des transcrits séquencés.  
Les transcrits peu couverts ne peuvent être assemblés correctement qu'avec des k-mères de 
petites tailles. Certaines approches, comme OASES (80), essayent de combiner les résultats 
d'assemblages générés à partir de k-mères plus petits (plus sensibles) et plus grands (plus 




Dans le cas des assemblages de novo de transcriptomes, nous n'avons pas observé de point de 
rupture. Nous observons cependant la forte résistance des régions de forte couverture aux 
critères stringents des assemblages avec grand k-mères.  
 
B.4.5 – Lien entre la taille des k-mères et la qualité des résultats 
 
En résumé, nous avons observé les liens unissant la taille de k-mères choisie avec le résultat 
de l'assemblage par graphe DeBruijn. Le choix de k-mères plus longs permet de résoudre des 
répétitions de taille comparable. En choisissant un k-mère plus long, il est possible d'assembler 
de plus longs contigs. De plus, pour qu'une arrête relie deux k-mères dans un graphe DeBruijn, 
il faut que les k-1 derniers caractères du k-mère de départ soient identiques aux k-1 premiers 
caractères du k-mère d'arrivée de l'arrête. En raison de cette contrainte, le choix de longs k-
mères impose donc une stringence plus importante lors de l'assemblage. Les lectures erronées 
sont donc exclues de l'assemblage puisqu'elles conduisent à des impasses dans le graphe 
d'assemblage. On remarque donc la diminution du nombre de lectures utilisées dans les 
contigs et la disparition des contigs moins couverts, puisqu'ils possèdent moins de lectures 
utilisables. En contrepartie, l'utilisation de k-mères plus petits permet de capter ces portions 
moins bien couvertes de l’assemblage. Par contre, la variabilité induite par les lectures 
erronées et une résolution plus faible pour la résolution des répétitions rendent l'obtention 
d'assemblages complets plus difficile. Les deux types de k-mères possèdent leurs propres 
avantages et inconvénients et l'utilisation de k-mères de taille moyenne nous donnent 
simplement des résultats intermédiaires qui ne sont pas pleinement satisfaisants. 
 
Il serait intéressant d'appliquer une approche utilisant plusieurs tailles de k-mères à 
l'assemblage de génomes. En produisant différents assemblages à partir de tailles de k-mères 
différentes, il serait possible de combiner leurs différents contigs de façon à obtenir une 
séquence plus complète. Les grands k-mères nous permettraient d'obtenir moins de contigs qui 
seraient plus couverts et plus fiables. Des contigs provenant d'expériences utilisant des k-





B.5 – Évaluation de la qualité de l'assemblage 
 
Maintenant que nous avons une meilleure idée du fonctionnement des assembleurs de type 
graphe DeBruijn, il nous faut trouver une façon d'évaluer la qualité des assemblages. Sans 
génome de référence fiable, il devient difficile de savoir si un assemblage donné est juste ou 
non. 
 
La méthode classique d'analyse de la qualité des assemblages de novo est le N50. Le N50 est 
une mesure calculée en additionnant les contigs générés du plus grand au plus petit jusqu'à ce 
que cette somme atteigne 50 % de la taille totale de l'assemblage (somme de la taille de tous 
les contigs) (81, 82). Le N50 est la taille du dernier contig ajouté. De cette façon, on sait que 
50 % de l'assemblage est composé de contigs d'une longueur plus grande ou égale à celle du 
N50. En résumé, plus un N50 est grand, meilleur est l'assemblage puisque ses contigs sont 
longs (81, 82). Certaines variations de ce calcul existent. Le N90 ou N70 utilisent la même 
logique mais avec des pourcentages de 90 et 70, respectivement (82). 
 
La notion de N50 est imparfaite à plusieurs niveaux. Premièrement, c'est une notion qui ne 
permet pas de comparer plusieurs assemblages du même génome à partir de différents 
assembleurs ou de différents jeux de données (82). En effet, certains assembleurs auront 
tendance, par peur d'exclure des zones de faible couverture, à créer plus de contigs. D'autres 
assembleurs par graphes DeBruijn produisent des micro-contigs à partir de cul-de-sac dans 
l'assemblage, et le dédoublement de contigs très similaires dans le cas de génomes 
hétérozygotes (82, 83). Il est évident que tous ces contigs ne font pas réellement parti de 
l'assemblage complet visé, mais ils grossiront tout de même la taille de l'assemblage qui est 
utilisée pour calculer le N50, faussant ainsi la mesure.  
 
Certains groupes de recherche ont donc essayé d'introduire la notion de NG50 qui utilise la 
taille attendue du génome plutôt que la taille totale de l'assemblage généré. De cette façon, 
lorsqu'on compare différents assemblages du même génome, une seule taille de référence est 
considérée, rendant le calcul plus facilement comparable (82). Par contre, cette modification 
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ne corrige pas la principale imperfection de la notion de N50 (82). La valeur du N50 dépend 
entièrement de la taille des contigs, mais ne prend pas réellement en compte leur exactitude et 
donc la qualité de l'assemblage (84). En effet, un long contig complètement erroné provoquera 
une inflation du N50 (84).  D'autres méthodes d'évaluation vont simplement favoriser les 
assemblages possédant le moins de contigs, ou alternativement les assemblages possédant la 
meilleure couverture. Mais en ne se fiant qu'à un seul paramètre, il est impossible d'observer 
adéquatement la dynamique et la qualité de l'assemblage (82, 84). 
 
Il est donc important de trouver une façon plus réaliste d'évaluer la qualité de l'assemblage. La 
méthode idéale serait de pouvoir annoter le génome pour vérifier que tous les gènes sont 
complets et qu'entre autres, ils ne contiennent pas de décalage de cadre de lecture. Idéalement, 
des connaissances sur la synthénie du génome pourraient aussi être utiles.  
 
Pour ce qui est des génomes comme celui de StachEndo, le génome bactérien qui nous 
intéresse, la présence d'une mitochondrie à l'intérieur de la cellule hôte pourrait se révéler 
utile. En supposant que, comme pour le jeu de données de S. heterogama (Figure 6), notre jeu 
de données contient à la fois le génome qui nous intéresse et un génome connu séquencé en 
même temps, il serait possible d'utiliser le génome connu comme baromètre de qualité. Tel 
que nous l'avons observé, il est possible d'assembler des génomes distincts à l'intérieur d'un 
jeu de données. Notre hypothèse serait que si l'assembleur produit un assemblage fiable du 
génome de référence, il est probable que les autres contigs appartenant à l'autre génome soient 
de qualité comparable.  
 
Nous avons besoin d'une méthode de comparaison simple. Nous nous sommes donc inspiré 
des caractéristiques des assemblages que nous avons observés lors de notre étude des effets de 
la taille de k-mère sur l'assemblage (voir section B.4 – Limites des graphes DeBruijn et 
propriétés de l'assemblage). Nous avons donc décidé d'observer plusieurs paramètres 
classiques qui sont faciles à calculer : le N50, la taille de l'assemblage, le nombre de contigs, la 
distribution des tailles des contigs, la couverture médiane de l'assemblage, la taille des 4 plus 
grands contigs, ainsi que le nombre de lectures utilisées pour réaliser l'assemblage et le 
nombre de nucléotides indéterminés (N). Pris individuellement, ces caractéristiques nous 
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donnent une vision très partielle de l’assemblage. En les combinant, nous pouvons observer la 
dynamique par laquelle l'assemblage forme les contigs. En utilisant la couverture des contigs 
et la façon dont l'utilisation de lectures est modulée entre différents assemblages, nous 
pouvons identifier les assemblages les plus fiables (dont les contigs sont les mieux supportés). 
En ajoutant les notions de taille de contigs et de taille de l'assemblage, le tout comparé à la 
taille attendue de l'assemblage, il devient maintenant plus facile d'observer les assemblages 
contenant les plus grands contigs fiables. 
 
Cependant, l'annotation et l'analyse en taille du contenu génique de l'assemblage reste la 
meilleure façon d'analyser un assemblage. Il faut donc procéder à cette dernière analyse une 
fois que l'on a obtenu un assemblage quasi-final. 
 
 
C – Assemblage du génome de StachEndo et « finishing » 
 
Avec tous les outils en main pour attaquer l'assemblage du génome de la bactérie 
endosymbiote StachEndo, nous avons d'abord tenté d'obtenir un assemblage préliminaire de 
bonne qualité, et ensuite essayé diverses méthodes de finition pour obtenir une séquence 
génomique complète. 
 
C.1 – Assemblage préliminaire 
 
Des assemblages du génome de StachEndo ont été réalisés simultanément aux assemblages 
mitochondriaux présentés au Tableau II. Puisque plusieurs erreurs ont été observées dans les 
assemblages mitochondriaux, les assemblages de StachEndo conjoints comportent 
vraisemblablement les mêmes erreurs. Ces expériences ont tout de même permis d'estimer la 
taille du génome complet de StachEndo (environ 1,8 Mb). L'assemblage de StachEndo 
correspondant à l'assemblage hybride naïf (assemblage [7] Tableau II) était composé de 11 
contigs de 740 à 967 364 pb, pour un total d'environ 1,74 Mb. Ces contigs regroupent donc la 




Malgré les erreurs trouvées dans son assemblage mitochondrial (au moins 8 décalages de 
cadres de lectures en plus des erreurs d'homopolymères), la structure générale du génome de 
StachEndo devrait être suffisamment conservée pour permettre une annotation préliminaire. 
Pour ce faire, le logiciel RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (85) a été 
utilisé. Ces résultats sont présentés et analysés dans la section 3-A – Annotation préliminaire 
RAST. 
 
C.2 – Couverture attendue et seuil de couverture dans les assembleurs DBG 
 
La comparaison des assemblages du génome mitochondrial de Stachyamoeba lipophora, avait 
montré que l'utilisation des données Illumina produit moins d'erreurs. Les lectures courtes de 
type Illumina produisent de bons résultats lorsque utilisées avec des assembleurs de type 
graphe DeBruijn. Cependant, malgré le choix de tailles de k-mères optimales, les contigs qui 
sont produits restent plus courts que les contigs composés de lectures 454. Il est donc 
important de trouver comment utiliser ces lectures Illumina plus efficacement. 
 
Le meilleur assemblage de StachEndo à partir d'Illumina était composé de 53 contigs (taille 
totale 1,78Mb). La taille de k-mère optimale retenue pour cet assemblage était de 79. 
L'assemblage est toujours loin d'être complet. 
 
Pour améliorer l'assemblage, nous avons donc mené certaines expériences en utilisant deux 
autres paramètres des assembleurs de type graphe DeBruijn que nous avions brièvement 
mentionnés lors des sections précédentes. Ces paramètres sont la couverture attendue de 
l'assemblage (expected coverage) et le seuil de couverture (coverage cutoff) (27, 33). Fournir 
une valeur de couverture attendu est très utile pour l'assemblage. Les contigs possédants une 
couverture proche de cette valeur attendue seront considérés comme des contigs « normaux », 
alors que les contigs possédant une couverture fortement supérieure à cette valeur seront 
considérés comme appartenant à des répétitions (27, 33). Pour sa part, le seuil de couverture 
permet de simplifier le graphe DeBruijn de l'assemblage (27, 33). On considère que les nœuds 
du graphe possédant une couverture inférieure à ce seuil sont erronés. Ils sont donc retirés du 
graphe, réduisant ainsi le nombre de chemins dans le graphe et simplifiant donc sa résolution. 
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Si un seuil est trop élevé, il pénalisera des chemins viables qui sont moins couverts ce qui 


















Figure 8.  Variation de la taille totale de l'assemblage (A) et du nombre de contigs (B) en 
fonction du seuil de couverture de l'assemblage. On observe quatre assemblages Velvet du 
génome de StachEndo à partir de données Illumina ; (bleu) assemblage avec k-mères d'une 
longueur de 79 par défaut de Velvet (couverture attendue (762,962) et seuil de couverture 
(381,485)), (orange)  assemblages avec k-mères d'une longueur de 79 utilisant une couverture 
attendue de 670 et un seuil de couverture variable, (jaune) assemblage avec k-mères d'une 
longueur de 83 par défaut de Velvet (couverture attendue (572,83) et seuil de couverture 
(286,41)) et (vert)  assemblages avec k-mères d'une longueur de 83 utilisant une couverture 
attendue de 634 et un seuil de couverture variable. 
 
Lors de notre assemblage Illumina-Velvet, on a laissé Velvet estimer lui-même les valeurs de 
couverture à utiliser. La couverture attendue calculée était de 762,97 et le seuil de couverture 
42 
 
était de 381,45. On a ensuite utilisé cet assemblage pour calculer la couverture médiane de 
cette expérience. On a obtenu une valeur de 670 qui a été utilisée comme nouvelle couverture 
attendue de l'assemblage. Avec cette dernière valeur de couverture attendue, et la même taille 
de k-mère (79), on a testé de multiples valeurs de couverture. Le premier essai utilisait le seuil 
calculé par Velvet soit 381,45. L'assemblage résultant était composé de 52 contigs donc quasi-
identique à notre assemblage utilisant les paramètres calculés automatiquement. 
 
Puis, on a utilisé systématiquement différentes fractions de la couverture attendue comme 
valeur de seuil afin d'explorer l'impact de la variation du seuil de couverture sur l'assemblage 
résultant. Rappelons que les nœuds situés sous le seuil de couverture sont considérées comme 
erronées et que la variation du seuil rend donc l'identification des régions erronées plus ou 
moins stringente. On a utilisé des seuils allant de la moitié jusqu'au dixième de la couverture 
attendue.  
 
Avec un seuil égal à 50 % de la couverture, on suppose que les nœuds possédant une 
couverture deux fois plus petite que la couverture attendue sont erronés. Inversement, avec un 
seuil égal à 10 % de la couverture, on commence à considérer des nœuds comme erronés à 
partir d'une couverture 10 fois plus petite que la couverture attendue. La Figure 8 donne un 
aperçu des différents essais effectués et des résultats obtenus.  
 
L'analyse des résultats pour des k-mères de taille 79 a permis de constater que : 
- avec un seuil de 50 % de la couverture attendue (50 % X 670 = 335), il y a moins de contigs 
(49 contigs) qu'avec les paramètres automatiques de Velvet et la taille totale de l'assemblage et 
la couverture médiane et le nombre de lectures utilisées augmentent ; 
- avec un seuil de 223,3 (1/3 de la couverture attendue), le nombre continue de diminuer (42 
contigs) et les trois autres variables augmentent ; 
- entre 223,3 et 95,7, la diminution de la valeur du seuil continue à s'accompagner d'une 
diminution du nombre de contigs mais la taille totale de l'assemblage se stabilise autour de 
1,785Mb. ; 
- au seuil de 95,7 (1/7 la couverture attendue), on obtient l'assemblage composé du plus petit 
nombre de contigs (35) ; 
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- à partir d'un seuil de 74,44 (1/9 de la couverture attendue), l'assemblage se dégrade, c'est-à-
dire que le nombre de contigs augmente, puisque les grands contigs commencent à éclater en 
contigs plus petits et que la taille totale de l'assemblage augmente de façon beaucoup plus 
rapide.  
 
Les paramètres optimaux de cet assemblage semblent donc être une couverture attendue de 
670 et un seuil de couverture de 95.7 (septième de la couverture). Ce qui est loin de la valeur 
par défaut de Velvet. 
 
On a ensuite répété les essais avec les autres valeurs de k-mères en commençant avec une 
taille de k-mère de 83 qui a produit notre deuxième meilleur assemblage. Cet assemblage était 
composé de 44 contigs et Velvet a utilisé une couverture attendue de 572,83 et un seuil de 
couverture de 286,41. La valeur de couverture médiane calculée pour cet assemblage est de 
634. On remarque que la taille médiane de cet assemblage est différente de celle calculée pour 
l'assemblage réalisé avec des k-mères de taille 79. Cette observation est normale puisque les 
deux assemblages sont de tailles différentes et sont composés de contigs différents. Ils 
n'utilisent pas les mêmes lectures et leur couverture est forcément différente.  
 
En utilisant cette couverture médiane comme couverture attendue de l'assemblage, on a fait 
varier la valeur du seuil de couverture. L'analyse des résultats permet de constater que (voir 
Figure 8) : 
- la diminution du seuil s'accompagne d'une diminution du nombre de contigs formés et d'une 
augmentation de la taille totale de l'assemblage ; 
- le seuil optimal pour l'assemblage se situe au cinquième de la couverture attendue (126,8), et 
produit une taille totale de 1,785Mb composé de 34 contigs ; 
- pour des seuils plus petits, le nombre de contigs commence à augmenter et les plus grands 
contigs commencent à éclater. 
 
À la lumière de ces deux groupes d'expériences, on constate que les valeurs optimales des 
paramètres de couverture de Velvet semblent être dépendantes de l'assemblage. Les 
paramètres optimaux d'un assemblage réalisé à une valeur de k-mère donnée ne seront donc 
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pas forcément les paramètres optimaux d'un autre assemblage réalisé à partir d'une autre 
valeur de k-mère, même s'il s'agit d'assemblages du même jeu de données. Des observations 
faites précédemment nous portent à croire qu'il serait avantageux pour la finition d'assemblage 
d'avoir accès à plusieurs assemblages d'un même jeu de données obtenues à partir de 
différentes valeurs de k-mères. Toutefois, la production de tous les assemblages nécessaires à 
l'identification des paramètres optimaux correspondant à chaque valeur de k-mère peut 
s'avérer longue et coûteuse en espace disque. 
 
Dans le but d'éviter ce problème, deux autres expériences ont été menées. La première 
consistait à utiliser les paramètres optimaux de l'assemblage du k-mère 79 sur l'assemblage du 
k-mère 83. L'assemblage résultant est d'une taille de 1,787Mb composé de 36 contigs. Bien 
que cet assemblage semble un peu moins bon que l'assemblage optimal précédemment 
identifié, il semble tout de même supérieur à l'assemblage par défaut du k-mère 83. La 
seconde expérience consistait à utiliser les paramètres optimaux de l'assemblage du k-mère 83 
sur l'assemblage du k-mère 79. L’assemblage résultant est d'une taille de 1,784Mb composé de 
38 contigs. On remarque que dans les deux expériences, bien que non optimaux les valeurs de 
couverture attendue que nous utilisons sont assez proches de celles utilisées automatiquement 
par Velvet, mais que les valeurs de seuil de couverture que nous utilisons sont beaucoup plus 
petites que les valeurs par défaut. 
 
Considérant que nous désirons disposer de plusieurs assemblages issus du même jeu de 
données mais générés avec des tailles de k-mères différentes, mais qu'il est très exigeant 
d'identifier la combinaison optimale de paramètres pour chaque assemblage, nous avons opté 
pour une solution plus simple. Cette solution consiste dans un premier temps à utiliser les 
paramètres automatiques (par défaut) de Velvet sur le meilleur assemblage obtenue, c'est-à-
dire correspondant à une certaine longueur de k-mère. On fait ensuite le seuil de couverture 
dans le but d'identifier le seuil optimal, et finalement à utiliser ces paramètres avec chacun des 
autres k-mères.  
 
Dans le cas de l'assemblage du génome de StachEndo, nous avons donc optimisé les 
paramètres avec l'assemblage des k-mères de longueur 79. On a obtenu 9 assemblages avec 
45 
 
des tailles de k-mères différentes en utilisant 670 comme valeur de couverture attendue de 
l'assemblage, et 95,7 comme seuil de couverture. Avec ces réglages, les assemblages obtenus 
du génome mitochondrial de Stachyamoeba lipophora comprennent deux contigs. Les contigs 
résultants de ces assemblages seront utilisés pour faire la finition du génome (voir Figure 9 
















Figure 9. Propriétés des assemblages qui seront utilisés pour faire la finition du génome de 
StachEndo. Ces assemblages ont été réalisés avec des lectures Illumina paired-end et le 
logiciel Velvet en utilisant une couverture attendue de 670 et un seuil de couverture de 95,7. 
 
 
C.3 - Finition de génomes bactériens à l'aide de méthodes connues 
 
La finition d'assemblage est le procédé par lequel on essaye de fermer les trous dans un 
assemblage de façon à obtenir autant de contigs que de molécules séquencées. À la base, on 
essaye de combiner des contigs préexistants pour obtenir de plus grand contigs. Les trous dans 
les assemblages sont généralement associés à la présence d'une région répétée dans 
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l'assemblage ou d'une région faiblement couverte par le séquençage (10). 
 
Dans certaines situations, si les contigs ne peuvent pas être superposés pour former un 
nouveau contig, il peut être possible de les utiliser pour former des scaffolds. Cela consiste à 
créer une structure comprenant deux ou plusieurs contigs séparés par un nombre approximatif 
de nucléotides inconnus (10, 29). Les scaffolds peuvent être créés en utilisant des lectures 
pairées. En connaissant l'espace entre deux lectures d'une paire, chacune se trouvant sur un 
contig différent, on peut inférer la distance entre ces deux contigs et créer un scaffold (10, 29). 
En connaissant la distance séparant deux séquences, il peut être plus facile de trouver ce qui 
pourrait se situer entre elles. La facilité et la fiabilité avec laquelle nous pouvons créer des 
scaffolds dépend directement de la précision avec laquelle la librairie de séquençage pairée a 
été créée (10, 19, 29). Si l'espacement entre les lectures des paires d'une même expérience de 
séquençage n'est pas constant, il peut devenir difficile d'utiliser ce jeu de données. 
 
Pour essayer de finir le génome de StachEndo, nous avons d'abord testé plusieurs méthodes de 
finition de génome disponibles. La premier outil que nous avons testé est le logiciel de 
scaffolding SSPACE (37). 
 
C.3.1 – SSPACE 
 
L'approche de SSPACE consiste à aligner des lectures paired-end sur des contigs fournis par 
l'utilisateur (37). La distance attendue entre les lectures d'une même paire est ensuite utilisée 
pour positionner les contigs les uns par rapport aux autres (37). De plus, en combinant 
SSPACE avec GapFiller (41), il est possible de combler les régions séparant les contigs en 
ajoutant des lectures aux extrémités des contigs existants. De cette façon, les trous dans les 
scaffolds peuvent être réduits ou éliminés, produisant un assemblage plus complet (37, 41). 
 
Nous avons donc d'utilisé SSPACE pour créer des scaffolds à l'aide des contigs Velvet 
optimaux (voir section précédente) et de l'information apportée par les lectures Illumina 
paired-end. Au départ, notre assemblage comptait 35 contigs totalisant 1 785 608 pb. Il est 
passé à 5 scaffolds et 22 contigs totalisant 1 791 117 pb. Ces 5 scaffolds comprenaient 13 
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contigs. De ces 5 scaffolds, un était complètement refermé et sans aucun trou et se composait 
de trois anciens contigs. Deux autres sont composés de trois régions de séquence connue 
séparées par deux trous. Les 2 autres scaffolds ne possèdent qu'un seul trou chacun. Il y a donc 
six trous à combler au total. La taille de ces trous est en moyenne de 913 pb. Il s'agit de trous 
assez petits qui devraient être faciles à combler. 
 
Nous avons ensuite utilisé GapFiller avec les mêmes lectures Illumina paired-end pour 
refermer ces trous. Cette manipulation n'a pas permis de modifier le nombre de scaffolds et de 
contigs mais a fait légèrement augmenter la taille totale de l'assemblage (1 791 791 pb). Trois 
des six trous précédemment identifiés sont essentiellement fermés. On détecte simplement la 
présence d'un nucléotide indéterminé à la position de l'ancien trou. Les trois trous restant sont 
répartis sur deux scaffolds et sont d'une taille moyenne de 260 pb. 
 
Un des scaffolds créé et complètement fermé correspond au génome mitochondrial de 
StachEndo. Le génome circulaire complet est donc présent à la fin de nos manipulations sous 
la forme d'un seul contig. Il s'agit d'une nette amélioration par rapport aux contigs de notre 
assemblage où le génome mitochondrial complet représentait deux contigs. 
 
Au final, le scaffolding et le remplissage des trous nous a permis de simplifier l'assemblage 
original, nous permettant de réduire de 8 le nombre de morceaux le composant. Cependant, 
même après la formation de scaffolds, l'assemblage est composé d'une vingtaine de contigs. Le 
scaffolding ne semble pas nous permettre de pousser la finition plus loin. 
 
Une des grandes limites du scaffolding de contigs à l'aide de lectures paired-end est que la 
formation de scaffolds dépend en grande partie de la qualité du séquençage paired-end 
effectué (19, 33). Si la production de la librairie paired-end utilisée pour le séquençage est mal 
faite, il est possible que la distance réelle séparant les deux lectures d'une paire ne soit pas la 
distance attendue. Cette information erronée peut perturber le fonctionnement du logiciel de 
scaffolding qui utilise la distance entre les lectures d'une paire utilisée dans l'assemblage. La 





Nous avons donc aligné les paires de lectures sur l'assemblage de référence Sanger du génome 
mitochondrial de Stachyamoeba lipophora pour avoir une idée de la distribution de leur 
espacement. Selon cette analyse, 30 % des paires ne sont pas correctement espacées (Figure 
10). Il est possible que ces erreurs expliquent en partie le peu de scaffolds que nous avons 

















Figure 10. Distribution de la distance entre les lectures Illumina pairées de types Mate-pair 
dans le génome mitochondrial de Stachyamoeba lipophora. La distance attendue étai d'environ 
5000 pb. On remarque qu'environ 30 % des lectures de se trouvent à des distances plus 
rapprochées.  
 
Il est également important de ne pas minimiser la difficulté que représente la résolution des 
répétitions. Si une répétition est plus longue que l'espace séparant les lectures de nos paires, ou 
si nous avons trop peu de paires valides, nous ne pourrons pas utiliser correctement 























C.3.2 – Minimus2 
 
Compte tenu des résultats obtenus, nous avons poursuivi nos efforts. Le deuxième outil que 
nous avons testé est Minimus2 (73),  spécialisé pour la finition d'assemblages et la fusion de 
contigs. Minimus2 nécessite la définition de deux groupes de séquences qui seront comparés à 
l'aide du logiciel d'alignement Nucmer (86, 87). Puis, si possible, ils seront combinés pour 
former de nouveaux contigs. Dans un premier temps, nous avons essayé de simplifier le 
meilleur assemblage. Nous avons donc défini nos deux jeux de données comme étant les 
contigs de l'assemblage du k-mère 79. Suite à l'assemblage par Minimus2, nous sommes 
passés d'un assemblage initial de 35 contigs seulement à un assemblage de 33 contigs d'une 
taille quasiment inchangée. A priori, il y a peu de chevauchements possibles dans les contigs 
générés. Les trous restants sont sûrement produits par la présence de répétitions et par une 
couverture inégale. Une approche intéressante pour essayer de fermer ces trous serait d’utiliser 
les contigs variés des assemblages d’un même jeu de données à partir de k-mères de tailles 
différentes. 
 
En effet, tel que mentionné précédemment, l'assemblage d'un même jeu de données à l'aide de 
k-mères de tailles différentes présente plusieurs avantages. Les contigs qui sont générés ne 
sont pas exactement les mêmes. De plus, les k-mères de plus grande taille favorisent la 
formation des contigs appartenant aux régions plus couvertes de l'assemblage. Inversement, 
l'utilisation de k-mères plus courts permet de mieux capter les régions de faible couverture. 
C'est pour ces raisons qu'on a essayé de combiner les contigs de nos deux meilleurs 
assemblages générés à partir de k-mères de tailles différentes. Le premier groupe donné à 
Minimus2 était donc composé des contigs du k-mère 79 et le deuxième groupe, des contigs du 
k-mère 83. Le résultat de cette tentative de finition fut beaucoup plus fructueux. Le résultat 
final de cet assemblage de contigs nous a permis d'obtenir un nouvel assemblage composé de 
18 contigs pour un total de 1,784Mpb. Malgré tous les contigs qui furent combinés lors de la 
finition de cet assemblage, nous retrouvons toujours le génome mitochondrial de 
Stachyamoeba lipophora en deux contigs distincts. En moyenne les contigs sont d'une 
longueur de presque 100 000 pb, ce qui est près du double de la taille moyenne des contigs 
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avant la finition. Il semblerait que, conformément à notre hypothèse, l'utilisation de contigs 
générés à l'aide de k-mères de tailles différentes présente une bonne source de contigs pour la 
finition de génome. 
 
Pour une troisième tentative, on a décidé de fournir plus de contigs d'assemblages différents à 
Minimus2. On a donc ajouté un deuxième assemblage au deuxième groupe de contigs. Notre 
premier groupe était donc composé des contigs du k-mère 79 et notre deuxième groupe, des 
contigs des k-mères 83 et 87. Les résultats de cette expérience ne sont pas très bons. On a 
obtenu 24 contigs, ce qui est plus qu'aux deux autres essais, et une taille totale de l'assemblage 
de 2.1Mpb, ce qui est largement supérieur à la taille attendue. 
 
Finalement, une dernière tentative fut réalisée en ajoutant les résultats de l'assemblage du 
génome de StachEndo généré avec les k-mères 91 et 75. Cependant, peu importe le nombre 
d'assemblages ajoutés ou les combinaisons possibles entre-elles, l'utilisation d'un deuxième 
groupe de contigs composé de plus d'un assemblage est nuisible pour la finition. Plus on 
fournit de séquences à Minimus2 et plus il essaiera de les ajouter au premier groupe, ce qui 
fera gonfler l'assemblage, mais ne permettra pas de combiner aussi efficacement les contigs du 
premier groupe. 
 
Parallèlement, on a également voulu voir si Minimus2 pouvait être utilisé pour combler les 
gaps dans les scaffolds, de cette façon, nous pourrions utiliser Minimus2 comme substitut de 
GapFiller. Nous avons donc utilisé les 27 scaffolds créés par SSPACE à partir de l'assemblage 
du k-mère 79. Ces scaffolds composèrent le premier groupe de séquences données à 
Minimus2. Le second groupe correspondait aux contigs de l'assemblage réalisé avec le k-mère 
71. Cet assemblage et celui disposant du k-mère le plus petit parmi les assemblages du 
génome de StachEndo que nous avons réalisé. Par conséquent, il s'agit de l'assemblage qui 
devrait contenir le plus de diversité et qui est donc plus susceptible de contenir des contigs 
pouvant remplir les trous entre les contigs des scaffolds créés. Le résultat de Minimus2 ne fut 





En conclusion, la principale utilité de Minimus2 semble être de pouvoir combiner des jeux de 
séquences différents. Cette propriété en fait un bon candidat pour la finition de génomes. 
Cependant, il faut faire attention quant aux lectures que nous utilisons lors de la finition. 
L'utilisation de Minimus2 nécessite la définition de deux groupes de séquences. Le premier 
groupe est composé des séquences de référence, le deuxième groupe est composé des 
séquences qui seront comparées et ajoutées au premier. Selon nos observations, cette 
caractéristique peut être utilisée pour combiner des assemblages différents du même jeu de 
données. Cependant, si le deuxième groupe contient beaucoup de séquences, il semblerait que 
la réduction de l'assemblage ne fonctionne pas de façon aussi efficace qu'avec moins de 
séquences.  
 
À ce stade-ci nous avons été capables de réduire l'assemblage du génome de StachEndo à 
seulement 16 contigs. Par contre nous n'avons pas réussi à obtenir l'assemblage complet du 
génome mitochondrial de S. lipophora en un seul contig, tel qu'attendu. Nous allons donc 
continuer à essayer d'autres approches de finition. Cependant, nous remarquons que les 
approches de réassemblage pourraient être une avenue intéressante pour réunir les contigs de 
différentes expériences d'assemblage d'une même séquence. 
 
C.3.3 – CONSED 
 
Les tentatives suivantes ont fait appel à Consed, un logiciel de visualisation et de finition 
d'assemblage publié en 1998 (74). Il fait partie de la suite d'assemblage Phred (évaluation de la 
qualité des lectures), Phrap (assemblage), et Consed. Initialement, cette suite d'outils avait été 
développée pour le projet de séquençage complet du génome humain dans les années 90 (77). 
C'est un des assembleurs les plus anciens et les plus utilisés. La popularité de cette suite 
d'outils a diminué avec l'arrivée des méthodes de séquençage de nouvelles génération, car les 
lectures produites par ces méthodes étaient beaucoup plus courtes que les lectures de type 
Sanger couramment utilisées à l'époque de sa création. Par contre, les nouvelles versions de 
Consed supportent l'utilisation de lectures de nouvelle génération (88). 
 
Le module Autofinish (89) de Consed sert à prédire des amorces de séquençage pour générer 
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les lectures permettant de compléter les trous dans l'assemblage (89). On a donc utilisé les 
modules d'assemblage normaux de Consed pour combiner les contigs. Après de multiples 
calculs, Consed fut incapable de réduire davantage l'assemblage que nous lui avions fourni. Il 
ne semble donc pas y avoir de chevauchement assez significatif parmi les contigs pour que 
Phred/Phrap/Consed puisse procéder à leur assemblage.  
 
Pour utiliser ces modules, il est impératif de fournir à Consed les séquences des contigs que 
l'on désire réassembler en plus des positions des différentes lectures de séquençage les 
composant (89). De tels fichiers sont très lourds et leur traitement est long et coûteux en 
mémoire. Même si la suite de Phrap est un classique de l'assemblage, il serait probablement 
plus approprié de se pencher sur des approches mieux adaptées aux techniques de séquençage 
de nouvelle-génération. 
 
C.3.4 – Mira 
 
Finalement, nous avons essayé d'utiliser Mira pour la finition du génome. Mira avait donné de 
bons résultats lors de l’assemblage du génome mitochondrial de StachEndo avec les lectures 
454, ainsi que lors de l'assemblage hybride du même génome par alignement des lectures 
Illumina sur les lectures 454. De plus Mira est un assembleur qui accepte un large éventail de 
type de données, que ce soit des lectures de type Sanger ou bien de type « nouvelle 
génération ». Il serait donc intéressant d'utiliser Mira pour combiner les contigs de différentes 
expériences. 
 
Par contre, certains facteurs limitent l'utilisation de Mira pour faire de la finition d'assemblage. 
Premièrement, Mira n'accepte pas les lectures plus longues que 29 900 paires de bases. Tous 
les contigs plus longs que 29 900 nucléotides devront donc être coupés. Pour s'assurer que les 
fragments de contigs pourront toujours être assemblés pour reformer leur contig original, nous 
produirons des fragments chevauchants. Les contigs ont donc été divisés en fragments de 29 
900 nucléotides débutant à toutes les 10 000 positions. En décalant les point de fragmentation 
de 10 000 nucléotides, on s'assure que des fragments adjacents se chevaucheront sur près du 
deux-tiers de leur séquence. Deuxièmement, Mira utilise la qualité des lectures qui lui sont 
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données pour calculer plusieurs statistiques qui orienteront certaines de ses décisions. De 
façon générale, peu d'assembleurs DBG attribuent des valeurs de qualité aux positions de leurs 
assemblages. Les contigs que nous avons générés ne possèdent donc pas de score de qualité. 
Pour faciliter le bon fonctionnement de l'assemblage, nous attribuons une qualité uniforme de 
30 à toutes les positions de l'assemblage. Il s'agit d'une qualité moyenne qui n'avantage ou ne 
désavantage aucun contig, mais permet à Mira de fonctionner. 
 
Le premier essai consista à confier à Mira les fragments des 35 contigs produits à partir de k-
mères de longueur 79 et un fichier de qualité (uniforme à 30). L'assemblage obtenu était 
composé de 26 contigs et avait une taille totale de 2,1 Mpb. La taille moyenne des contigs est 
81 500 pb et leur couverture médiane de 2. En matière du nombre de contigs, il s'agit du plus 
petit assemblage que nous ayons produit en n'utilisant que les contigs de l'assemblage de k-
mères 79. Cependant, on remarque que la taille totale de l'assemblage est assez grande.  
 
Nous avions déjà mentionné que l'assembleur Mira avait tendance à produire beaucoup de 
contigs. Un certain nombre d'entre eux sont habituellement des débris de l’assemblage qui 
peuvent être retirés par filtration des contigs peu couverts. Dans cette situation, il est difficile 
de distinguer les véritables contigs des débris d'assemblage, car tous les contigs ne sont 
composés que de 2 à 4 séquences. Par conséquent, il est impossible de distinguer les contigs 
très couverts des contigs peu couverts. Cette approche de finition n'a donc pas été suffisante 
pour obtenir le génome mitochondrial de Stachyamoeba lipophora en un seul contig. Il est 
possible qu'en ajoutant plus de contigs à l'assemblage, les différences de couverture entre les 
bons contigs et les débris deviendront plus évidentes. 
 
Nous avons ensuite essayé de finir le génome de StachEndo en utilisant les contigs des 
assemblages Velvet aux k-mères 79 et 83 puisqu'il s'agit des deux meilleurs assemblages. 
L'assemblage résultant est composé de 40 contigs et d'une taille de 3,9 Mpb.  
 
Puisque Mira, contrairement à Minimus2, essaye de réassembler les contigs qui lui sont 
fournis, plutôt que de combiner deux jeux de séquences, tous les contigs sont considérés pêle-
mêle. Par conséquent, l’assemblage résultant est composé de plus de contigs que chacun des 
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assemblages que nous lui avons donnés en entrée, mais de moins de contigs que ces deux 
assemblages mis ensemble. Pour cet assemblage la gamme de couverture est un peu plus 
étendue, allant de 2 à 6 avec une médiane de 3. Les contigs représentant le génome 
mitochondrial de Stachyamoeba lipophora ont une couverture de 4. En filtrant notre 
assemblage pour ne conserver que les contigs ayant une couverture de 4 ou plus, on conserve 
14 contigs équivalent à 2,1 Mpb de l'assemblage. En ne conservant que les contigs possédant 
une couverture de 5 ou plus, il resterait 5 contigs représentant 1,1Mpb. Les écarts de 
couverture entre les contigs ne semblent pas très importants. Le choix arbitraire de seuil de 
couverture arbitraire pour filtrer les contigs risque de créer des trous dans l'assemblage. 
 
Nous avons poursuivi les expériences avec des contigs provenant des assemblages du génome 
de StachEndo obtenues avec les k-mères 79, 83 et 87. Le résultat de cet assemblage était 
composé de 55 contigs d'une taille totale de 5.5Mpb. Il semble donc que plus on ajoute de 
contigs d'assemblages différents, plus l'assemblage lui-même devient gros et la taille moyenne 
des contigs augmente. On a obtenu deux très grands contigs de 781 981 et 696 131 pb qui à 
eux deux sont de la taille attendue du génome de StachEndo. Cependant, ces contigs étaient 
identiques sur 99 % des positions en commun, ne déviant l'une de l'autre que pour un seul 
nucléotide. 
 
Mira semble donc avoir des difficultés à assembler les contigs. Une mise en garde est apparue 
lors de l'exécution nous informant de la détection de megahub dans l'assemblage. Les 
megahubs, selon Mira, sont des lectures de l'assemblage qui sont extrêmement répétitives et 
qui sont donc des centres (hubs) autour desquels un nombre important de combinaison de 
lectures pourrait prendre place. Puisque que les contigs provenant de différents assemblages 
sont partiellement redondants, cela le dédoublement de l'assemblage par Mira. On a donc 
procédé à un clustering des contigs produits, pour éliminer les contigs quasi-dédoublés. 
Résultat : l'assemblage ne contenait réellement que 19 contigs d'une taille totale de 2 292 819 
pb (donc trop grand). Deux de ces contigs représentent le génome mitochondrial de 
Stachyamoeba lipophora.  
 
On a tenté une dernière expérience combinant les contigs des k-mères 79, 83, 87 et 75. Le 
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résultat était composé de 78 contigs d'une taille totale de 7.4 Mpb. Dans ce cas-ci, on 
remarque que la taille moyenne des contigs n'est pas aussi grande.  Ce constat reste le même 
suite au clustering des contigs. Après le clustering, l'assemblage est d'une taille de 2 831 475 
pb et composé de 25 contigs. Cette fois-ci, le génome mitochondrial de Stachyamoeba 
lipophora est présent en un seul contig. Bien que la taille totale de l'assemblage ait 
énormément diminuée suite au clustering, la taille totale de cet assemblage est toujours très 
supérieure à la taille attendue du génome de StachEndo (1,8 Mpb). 
 
En conclusion, Mira paraît être un outil intéressant pour la finition de génome à partir 
d'assemblages à divers k-mères. Cependant, son utilisation nécessite de nombreuses 
manipulations préliminaires des données. Du découpage des contigs trop longs, jusqu'au 
clustering des contigs, plusieurs analyses doivent être exécutées avant d'obtenir l'assemblage 
final. Aucun de ces traitements n'est, en soi, très complexe et le tout peut facilement être 
automatisé. La grande limite de Mira a toujours été sa tendance à produire un nombre très 
important de contigs, spécifiquement de très courts contigs. Lors des tests, nous avons 
remarqué que le nombre de contigs produits pouvait également être gonflé artificiellement par 
la présence de contigs dupliqués. L'utilisation de clustering semble permettre d'enrayer ou, au 
moins, de limiter ce phénomène. Il pourrait être intéressant de procéder à un clustering des 
contigs des assemblages à finir avant de les réassembler pour voir si cela pourrait réduire le 
phénomène des megahubs et de la duplication de contigs observée et, ainsi, améliorer 
l'assemblage. Il faudrait cependant être prudent, car ce faisant, la couverture de Mira risque de 
devenir encore plus basse qu'elle ne l'était déjà. Ceci pourrait augmenter l'accumulation 
d'erreurs dans l'assemblage.  
 
C.4 – Finition par addition préférentielle de k-mères 
 
Lors des expériences précédentes, nous avons observé l'importance du choix de la taille de k-
mères utilisée pour l'assemblage de génome par graphes DeBruijn. Nous avons introduit le 
concept de point de rupture, la taille de k-mère optimale pour l'assemblage après laquelle 
l'assemblage se dégrade progressivement. L'utilisation de k-mères plus grand que cette valeur 
mène à la disparition de contigs de faible couverture de l'assemblage. Ce phénomène a pour 
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avantage de favoriser l'assemblage des régions plus couvertes, puisque la présence d'une plus 
grande quantité de lectures dans une région lui permet de mieux survivre aux critères plus 
stringents des assemblages à grands k-mères. Cependant, la disparition des régions peu 
couvertes fragilise la formation de contigs qui deviennent plus vulnérables à la distribution 
inégale des lectures séquencées, ainsi qu'aux zones très divergentes causées par la présence 
d'erreurs de séquençage ou de polymorphisme. Inversement, l'utilisation de k-mères plus petit 
que le point de rupture permet de mieux capter ces zones plus complexes qui sont perdues 
avec des k-mères de grande taille. Indépendamment du concept de point de rupture, la 
résolution d'une répétition d'une taille donnée dans un graphe DeBruijn ne peut être accomplie 
qu'en utilisant des k-mères qui sont plus longs que la répétition en question. L'utilisation de 
grand k-mères permet donc d'assembler plus facilement les répétitions. 
 
Essentiellement, on observe que tous les assemblages et tous les k-mères ne sont pas 
équivalents. Il ne semble donc pas logique de considérer tous les assemblages au même niveau 
lorsque nous essayons de finir un génome. Lorsque nous fournissons à Mira des jeux de 
contigs, ces contigs sont simplement comparés les uns aux autres. Dans le cas de Minimus2, 
au lieu de comparer tous les contigs entre eux, on compare plutôt deux jeux de contigs l'un à 
l'autre. Compte tenu de ce que nous avons observé, il semblerait plus logique d'essayer de 
combler le meilleur assemblage avec nos autres assemblages de bonne qualité, puis, seulement 
après, d'aller chercher dans les assemblages plus biaisés/spécialisés produits avec de très 
grandes ou de très petites tailles de k-mères.  
 
C.4.1 – Méthode  
 
Nous introduisons donc l'idée de finir un génome par addition préférentielle de k-mères. En 
résumé, chaque assemblage se trouve attribué un ordre hiérarchique de préférence. On essaye 
donc de finir le génome en utilisant en priorité les contigs appartenant à un assemblage d'un 
niveau hiérarchique supérieur avant de passer à un assemblage de rang inférieur. On 
positionnera au sommet de cette hiérarchie les assemblages qui se situent autour du point de 
rupture. Il s'agit des meilleurs assemblages dont nous disposons. Plus on descendra dans cette 
hiérarchie plus on se rapprochera des assemblages générés avec des tailles de k-mères 
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éloignées du point de rupture. Puisque ces assemblages sont plus vulnérables aux erreurs de 
séquençage et d'assemblage, ils ne seront utilisés qu'en dernier recours. De cette façon, on peut 
tirer profit des avantages des assemblages réalisés en amoindrissant les risques d'introduire des 
erreurs lors de la finition, ou de bloquer la progression de l'assemblage en raison de signaux 
contradictoires provenant des assemblages différents. 
 
Description algorithmique de l'approche : 
 
Soit kA , un assemblage qui est un ensemble composé de contigs  knk cc ...1  
 - 0  Nk identifie un assemblage en fonction de sa priorité lors de la finition 
 - 0A est l'assemblage au sommet de la hiérarchie, c'est l'assemblage que l'on  
    cherche à finir, par addition de contigs 
 
La première étape de l'algorithme consiste à simplifier chacun des assemblages qui seront 
utilisés pour faire la finition. Le but de cette étape est de vérifier qu'aucun des contigs ne 
pourraient être combinés pour former de nouveau contig. En procédant à cette vérification, on 
s'assure que l'assemblage sera minimal. Suite à cette étape tout chevauchement multiple d'un 
contig est forcément attribuable à une répétition puisque toutes les simplifications évidentes de 
contigs ont été accomplies. 
 
Simplification d'un assemblage : 
Pour un assemblage donné kA , tel que 
0  Nk : 
 - Comparaison des contigs  knk cc ...1 entre eux à l'aide de l'aligneur Nucmer  
    pour détecter chevauchements possibles. 
 - Sélection des chevauchements valides. Un chevauchement est valide si : 
  > Un contig est complètement inclus dans l'autre 
  > Les contigs se chevauchent sur une de leurs extrémités respectives 
 - Fusion des contigs en fonction des chevauchements valides. 
  > Les contigs inchangés restent dans kA , les contigs utilisés lors de  
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     fusions sont retirés et remplacés par les nouveaux contigs créés 
 
Toutes les comparaisons utilisent Nucmer pour aligner les contigs à analyser. L'utilisation de 
Nucmer est simple et le format de ses alignements est facile à interpréter. Nucmer est un outil 
fiable et également très rapide. 
 
Les chevauchements que nous recherchons doivent se conformer à certains critères. Les 
contigs doivent obligatoirement se chevaucher au niveau de leurs extrémités pour qu'ils 
puissent être fusionnés. La seule exception permise est lorsqu'un contig est entièrement 
englobé par un autre contig. Puisque les extrémités des contigs sont généralement moins bien 
couvertes que le reste du contig, il est possible que des erreurs bloquant l'assemblage se 
trouvent dans ces régions. Nous avons donc inclus un paramètre définissant une distance 
maximale des extrémités des contigs en dessous de laquelle les contigs peuvent être coupés 
pour permettre la formation d'un chevauchement valide. La taille minimale et le nombre 
maximal d'erreur permis dans un chevauchement valide sont également ajustables. 
 
Après simplification de chaque assemblage, on commencer à comparer l'assemblage à finir 
avec les autres assemblages.  
 
Addition préférentielle des assemblages : 
Soit K = 1, tant que K est plus petit que la valeur maximale de k : 
 - Comparaison des contigs  ncc 001... de l'assemblage oA avec les contigs    
  KnK cc ...1 de l'assemblage KA pour détecter des chevauchements 
 - Sélection des chevauchements valides. 
  > Si des chevauchements valides existent : 
   - Fusion des contigs en fonction des chevauchements valides. 
   - Les contigs inchangés restent dans leur assemblage respectif, les 
    contigs utilisés lors de fusions sont effacés de leur assemblage  




   - On essaye de simplifier l'assemblage 0A pour voir si les   
                nouveaux contigs permettent de simplifier l'assemblage   
     davantage. 
 
   - On réinitialise K = 1 
      On retourne au début de la hiérarchie des assemblages  
      avec 0A  pour voir si, suite aux modifications, il est  
      possible d'insérer des contigs provenant des assemblages 
       possédant une priorité supérieure. 
    
  > Si aucun chevauchement valide n'est détecté, on passe à l'assemblage  
      suivant ; K++ 
Le processus de finition se déroule de la façon suivante. On commence par comparer les 
contigs de notre meilleur assemblage ( 0A ) à ceux de notre second assemblage ( 1A ) dans 
l'ordre prioritaire que nous avons établi. S'il nous est possible de détecter des chevauchement 
entre les contigs de 0A  et 1A , nous procédons à la fusion de ces contigs qui appartiennent 
maintenant à 0A . On essaye ensuite de voir s'il est possible de simplifier l'assemblage 0A . On 
réessaye ensuite d'ajouter des contigs de 1A  à 0A . S'il nous est impossible d'ajouter d'autres 
contigs de 1A  à 0A , on passe à l'assemblage suivant selon la liste, soit 2A . De façon générale, 
dès qu'il est impossible d'ajouter des contigs de l'assemblage nA  à 0A , on passe à l'assemblage 
suivant et on essaye d'ajouter les contigs de 1+nA  à 0A . À l'inverse, après chaque addition de 
contigs à 0A  , on retourne à l'assemblage 1A  pour voir si les nouveaux ajouts à 0A  permettent 
d'intégrer des contigs d'assemblages mieux classés à l'assemblage. Le processus de finition ne 
se termine que lorsque plus aucun contig d'aucun des assemblages fournis ne peut être ajouté. 
 
C.4.2 – Application de la méthode et résultats 
 
Pour évaluer la pertinence de notre méthode on a effectué plusieurs expériences lors de 
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finition du génome de StachEndo à partir des divers assemblages Velvet-Illumina présentés à 
la Figure 9. 
 
Puisque l'assemblage de StachEndo utilisant des k-mères de longueur 79 est celui composé du 
moins du contigs, et étant d'une taille très près de la taille attendue du génome, c'est cet 
assemblage qui est utilisé comme 0A  dans nos expériences. L’assemblage issu des k-mères de 
longueur 83 est notre deuxième plus petit assemblage, il sera donc utilisé comme 1A . L'ordre 
des autres assemblages que nous avons est plus difficile à établir. A priori, si nous nous fions 
d'abord au nombre de contigs, puis à la taille de totale de l'assemblage, l'ordre des k-mères 
serait : 87, 91, 95, 75, 99, 103 et 71. Nous avons donc procédé à plusieurs tentatives de finition 
en utilisant un nombre plus ou moins important d'assemblages. 
 
Nous avons d'abord décidé de faire la finition en n'utilisant que deux assemblages, 0A  = 79 et 
1A  = 83. En utilisant 23 contigs de 1A , nous arrivons à réduire le nombre de contigs dans 0A  
de 34 à 26. Ce nouvel assemblage est de 1,83 Mpb et ses contigs font en moyenne 70 400 pb. 
 
En ajoutant à notre calcul, le troisième assemblage de notre liste, soit 2A  = 87, plus de la 
moitié des contigs de 1A  et 2A  sont ajoutés 0A  dont le nombre de contigs reste 26, mais dont 
la taille passe à 1,9 Mpb. L'ajout de 3A  = 91, réduit légèrement le nombre de contigs de 26 à 
25. L'ajout de 4A  = 95 nous permet de réduire l'assemblage à 23 contigs. 
 
L'ajout des k-mères 75 et 99 nous permet d'atteindre un assemblage de 21 contigs. L'ajout des 
autres assemblages ne fait qu'augmenter la taille de l'assemblage. Notre assemblage final est 
d'une taille de 2,8 Mpb, ce qui est beaucoup plus grand que les 1,83 Mpb attendus.  
 
Pour essayer de réduire d'avantage le nombre de contigs de notre assemblage, nous avons 
utilisé notre méthode de simplification de contigs en permettant aux régions de 
chevauchement d'être au minimum identiques à 90 %. Cette manipulation nous permet de 
réduire notre assemblage à 19 contigs d'un total de 2,6 Mpb. Cette méthode, tout comme la 
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finition par SSPACE et MIRA, permet d'obtenir le génome mitochondrial de Stachyamoeba 
lipophora en un seul contig. En termes de nombre de contigs, cette méthode de finition produit 
des résultats comparables à ceux des autres méthodes que nous avons testées précédemment. 
Avec 19 contigs, l'addition préférentielle de k-mères se situe au milieu des autres approches. 
 
Cependant, une analyse nous montre que les contigs produits par notre approche pourraient 
être simplifiés d'avantage. Nous avons détecté au moins trois chevauchements à l'aide de 
l'algorithme BLAST qui, n'étant pas sur des séquences identiques, n'étaient pas identifiés par 
notre approche très stricte. Nous avons donc ré-exécuté l'addition préférentielle de k-mères 
mais en acceptant des chevauchements entre contigs possédant au moins 90 % d'identité (par 
opposition à 100 % lors de notre autre essai). 
 
Cette nouvelle finition a généré un assemblage de 12 contigs d'un total de 2,6 Mpb. Il s'agit 
d'une réduction importante des 19 contigs que nous avions précédemment obtenus. Cependant, 
nous observons toujours certaines superpositions non résolues entre nos contigs. Ces 
superpositions mesurent environ 250 000 pb et sont identiques à 99 %. Cependant, ces 
chevauchements de contigs ne sont pas détectés par Nucmer, donc il est impossible pour notre 
logiciel de les considérer lors de la simplification de l'assemblage.  Ces chevauchements se 
produisent sur des segments de séquences quasi-identiques à l'exception d'une ou deux régions 
d'une centaine de nucléotides où le pourcentage d'identité diminue autour de 90-85 %. Ces 
régions de plus faible identité semblent empêcher leur détection par Nucmer.  
 
Ces superpositions ne sont pas ambiguës et sont de grande taille. En procédant à leur 
simplification, on obtient un assemblage de 1,9 Mpb en 10 contigs. La taille totale de 
l'assemblage est très proche du 1,8 Mpb attendu. De plus, cette approche est celle qui nous a 
permis de réduire le plus possible le nombre de contigs composant l'assemblage.  Ces 
observations semblent nous indiquer que l'addition préférentielle de k-mères est l'approche la 







C.4.3 – Critiques de la méthode 
 
Tel que montré par la réduction du nombre de contigs lors de la finition, l'addition 
préférentielle de k-mères est une approche conceptuellement valide. Pour nous assurer de sa 
réelle efficacité, nous avons comparé les 10 contigs, obtenus avec cette méthode, au génome 
fini de StachEndo obtenu grâce à l'approche décrite dans la section suivante (B.4 Assemblage 
complet du génome de la bactérie endosymbiote StachEndo). Cette analyse nous indique 
que les contigs possèdent un taux d'identité de 99,94 % avec le génome complet que nous 
supposons être juste. Malgré le fait que nos contigs contiennent un certain nombre d'erreurs 
potentielles, la structure générale de l'assemblage est conforme. La précision de la finition 
pourrait probablement être améliorée en procédant à un mappage des lectures de séquençage 
sur nos contigs après addition préférentielle pour corriger les erreurs pouvant être introduites 
par des erreurs dans les contigs. 
 
Cependant, des erreurs systématiques sont observables dans les contigs post-finition. Le 
génome de StachEndo possède, d'après notre assemblage plusieurs régions hautement 
répétitives d'environ 1000 pb. Notre méthode a tendance à écraser partiellement ces répétitions 
si elles se trouvent aux extrémités des contigs, produisant des régions plus courtes. Puisque 
nous cherchons toujours les chevauchements de plus grandes tailles entre les contigs, si les 
contigs se chevauchent sur une région répétitive la région de chevauchement peut sembler plus 
longue. La fusion des contigs mène donc à la formation d'une séquence plus courte 
qu'attendue. 
 
Le concept de graphe, en prenant en compte la couverture des k-mères, permet trouver la 
longueur correcte de telles répétitions, évitant d'écraser ces répétitions. Il serait donc 
intéressant de trouver une façon d'intégrer la représentation en graphe de l'assemblage à 
l'addition préférentielle de k-mères. De cette façon, il nous serait possible de tirer profit 
d'information relative aux lectures de séquençage et à la couverture de l'assemblage pour 





























Figure 11. Erreurs d’assemblages associées à la présence de régions hautement répétitives 
dans le génome de StachEndo. (A) Diagramme à points (dotplot) du génome assemblé 
complet de StachEndo contre lui-même dans une région hautement répétée (environ 100 nt des 
positions 1 257 500 à 1 259 499). (B) Alignement de l’assemblage erroné réalisé par addition 
préférentielle des k-mères contre le génome complet de StachEndo présentant, en ordonnées, 
aux positions 163 200 à 163 600, l’écrasement d’une région répétitive.  
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Au niveau de notre implémentation actuelle de la méthode d'addition préférentielle de k-
mères, l'utilisation de Nucmer pour la détection des chevauchements de contigs ne semble pas 
idéale puisque nous ratons certains chevauchements observables avec d'autres outils. Il serait 
donc nécessaire de trouver d'autres outils aussi rapides et simple à analyser que Nucmer, mais 
possédant une sensibilité plus élevée. La re-correction des lectures utilisées pour ces 
assemblages pourrait peut-être aider à diminuer ce type d'erreurs. 
 
C.5 - Assemblage complet du génome de la bactérie endosymbiote StachEndo 
 
Pour aider la finition de l'assemblage du génome de StachEndo, un second séquençage 
Illumina, utilisant le protocole MiSEQ paired-end overlap, fut effectué. 7 330 112 paires de 
lectures de 250 pb furent produites par ce séquençage. Ces lectures sont pairées 
chevauchantes, elles peuvent donc être fusionnées de façon à obtenir des lectures plus longues. 
De cette façon, on tire profit de lectures d'une taille comparable à 4 mais avec le taux d'erreur 
plus faible d'Illumina et ne possédant pas d'erreurs systématiques du compte des 
homopolymères. L'ajout de ces nouvelles lectures nous permis de compléter l'assemblage du 
génome de StachEndo. 
 
C.5.1 – Description de l'approche 
 
La première étape de l'assemblage consiste à identifier les amorces de séquençage présentes 
sur les lectures et de les retirer. Pour cette étape, les logiciels Trimmomatic (90) et Cutadapt 
(91) sont utilisés. Par la suite les paires de lectures MiSEQ chevauchantes sont fusionnées, 
lorsque possible, avec  le logiciel FLASH (92). Cette étape produit des contigs Illumina qui 
sont d'une longueur comparable à des lectures 454. Cette situation s'apparente à avoir de 
longue lectures de séquençage de type Illumina. Toute queue poly-A ou poly-T restant sur les 
contigs sont également retirées en utilisant Prinseq (93) pour ne pas nuire à l'assemblage. Ces 
contigs sont ensuite fournis à Velvet en plus des lectures ne se chevauchant pas et de celles 
devenues orphelines suites à nos diverses filtrations.  
 
Plusieurs assemblages Velvet ont ensuite été effectués. Comme lors des expériences 
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précédentes, on commence par déterminer des valeurs de couverture attendue et de seuil de 
couverture raisonnables. On réalise ensuite plusieurs assemblages pour identifier une taille de 
k-mère optimale. 
 
La deuxième phase de cette méthode consiste à prendre les contigs du meilleur assemblage 
généré à partir des données MiSEQ et d'y ajouter les lectures HiSEQ mate-pair sur de longs 
fragments d'ADN (environ 5 kpb). La même approche, décrite précédemment, avec Velvet est 
utilisée (calcul de paramètres sensés et identification du k-mère optimal).  
 
La troisième et dernière phase de cet assemblage consiste à reprendre le meilleur assemblage 
généré à l'étape précédente et à essayer de refermer les trous formants les contigs. Pour ce 
faire, les contigs du meilleur assemblage sont multipliés dix fois, pour créer une illusion de 
couverture, et retraités par Velvet. En utilisant Velvet pour faire la finition, il est possible 
d'utiliser la couverture des séquences, ainsi que l'information des paires de séquences pour 
orienter la fermeture des trous de l'assemblage. Ces informations n'étaient pas prises en 
compte dans notre implémentation de l'addition préférentielle des k-mères. L'utilisation de ces 
informations devraient permettre de résoudre diverses situations ambiguës, ainsi que d'éviter 
de commettre des erreurs lors de la finition. 
  
C.5.2 – Obtention de l'assemblage final 
 
Des 7 330 112 paires de lectures MiSEQ chevauchantes, 6 887 146 purent être assemblées. La 
taille moyenne de ces nouveaux fragments était d'environ 340 nt. 
 
L'assemblage Velvet des lectures MiSEQ a produit un assemblage de 1,8 Mpb ce qui 
correspond parfaitement à nos estimations précédentes. Par contre, cet assemblage était 
composé de 29 contigs différents tous plus courts qu'un dixième de l'assemblage total, à 
l'exception d'un seul contig mesurant un peu plus de 0,8 Mbp. L'ajout des lectures HiSEQ à 
l'assemblage n'a que très légèrement réduit le nombre de contigs produits tout en faisant 




Cependant, en réinjectant les contigs du meilleur assemblage obtenu, ainsi que les lectures de 
HiSEQ et MiSEQ, dans Velvet, l'assemblage résultant est composé de 22 contigs. Le plus 
grands de ces contigs est un contig circulaire de 1 737 891 pb.  En soustrayant la région 
chevauchante permettant de fermer le cercle du contig, le contig aurait une taille de 1 731 915 
pb.  
 
Compte tenu de sa taille, cohérente avec les 1,8 Mpb attendus, et de sa forme circulaire, 
concordant avec la forme des chromosomes bactériens d'espèces apparentées, nous supposons 
donc que ce contigs correspond au génome complet de la bactérie endosymbiote StachEndo. 
L'annotation de ce contig nous permettra de confirmer son identité et d'en apprendre plus sur 
les propriétés de StachEndo. 
 
 
Tableau III - Comparaison des assemblages du génome de StachEndo et de la mitochondrie 
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1,786 1,792 1,784 2,293 1,9 1,732 
 
 
Une observation importante est que l'utilisation de plusieurs librairies pairées Illumina 
possédant des tailles d'inserts différentes s'est montré essentielle pour la finition du génome de 
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StachEndo. L'utilisation d'une librairie très espacée (ici 5 kb avec la technologie HiSEQ Mate-
Pair de Illumina) permet de résoudre plus de répétitions génomiques. L'utilisation de librairie 
plus rapprochées, voire même chevauchantes  (ici chevauchement d'environ 90 nt avec la 
technologie MiSEQ Paired-End), permet la formation de lectures Illumina artificiellement 
longues. Puisque le séquençage Illumina produit des lectures très fiables, ce type de 
séquençage pairé permet de remplacer les méthodes séquençage comme 454, dont le seul 
avantage réel était la plus grande longueur de leurs lectures. Notre recommandation, pour 
d'autres projets de séquençage de novo et de finition de petits génomes, est donc de privilégier 
la combinaison de ces différents types de librairies pairées. De cette façon, on peut bénéficier 
de la précision supérieure des techniques de séquençage de courtes lectures et quand même 
obtenir des lectures de grande taille à des coûts réduits.
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3 – ANNOTATION ET ANALYSE DU GÉNOME DE STACHENDO 
 
Grâce à l'utilisation d'une combinaison de lectures HiSEQ et MiSEQ, nous avons été capable 
d'assembler le génome de StachEndo. Nous savons donc maintenant que son génome est 
composé d'un seul chromosome circulaire mesurant 1 731 915 pb composé à 67% d’A/T. 
Puisque nous avons maintenant accès à un génome complet, il nous est possible de prédire les 
gènes qui y sont encodés et de les utiliser pour réaliser une multitude d'analyses. 
 
A – Annotation préliminaire RAST 
 
Regardons les résultats de l'annotation RAST réalisée sur notre assemblage préliminaire du 
génome de StachEndo (voir section B.1 – Assemblage préliminaire). RAST (Rapid 
Annotation using Subsystem Technology) est un outil d'annotation de génomes. Lors de 
l'annotation, le logiciel commence par prédire les ARNt et les ARNr présents dans la séquence 
fournie (85). Ensuite, il utilise un autre logiciel, GLIMMER2 (94, 95), pour prédire 
rapidement les gènes. Ces gènes sont comparés à une base de données de gènes essentiels à la 
vie qui sont présents chez toutes les espèces. En fonction des résultats de cette comparaison, 
RAST défini les espèces qui sont les plus proches phylogénétiquement parlant du génome 
fourni (85). L'annotation est ensuite complétée en utilisant ces espèces comme références pour 
la recherche, puis pour l'attribution de la fonction des autres gènes (85). Les fonctions, étant 
déjà réparties dans des sous-systèmes selon leur rôle biochimique, sont utilisées pour 
reconstituer les voies métaboliques et les éléments de machinerie cellulaire présents dans le 
génome annoté (85). 
 
La Figure 12 présente la liste d'espèces que RAST a identifiées comme étant les plus proches 
de StachEndo. On remarque que toutes les espèces identifiées sont des Alpha-Protéobactéries 
ce qui est conforme à nos attentes. Il est possible d'observer deux grands groupes de bactéries 
parmi ces résultats. Le premier groupe (Azospirillum, Magnetospirillum et Paracoccus) est 
composé de bactéries vivant toutes librement. Azospirillum et Magnetospirillum appartiennent 
à la famille des Rhodospirillaceae. Paracoccus appartient à la famille des Rhodobacteraceae. 
Le deuxième groupe, qui occupe une part plus importante de cette table de résultat, est 
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composé de bactéries endosymbiotes de l'ordre des Rickettsiales. On remarque que les 
bactéries de la famille des Rickettsiaceae (les 18 Rickettsia) sont plus présentes que les 
bactéries de la famille des Anaplasmataceae (les 5 Ehrlichia et la Wolbachia). Il semble donc 
raisonnable de penser que StachEndo présente de forte similarité avec les bactéries du genre 
des Rickettsia ce qui corrobore nos impressions initiales. Il est tout de même intéressant de 
noter que l'espèce prédite comme étant la plus proche est une bactérie libre (Azospirillum sp. 
B510) plutôt qu'une endosymbiote. Notre hypothèse concernant cette observation est que 
StachEndo se trouve, phylogénétiquement parlant, plus près de la division entre les bactéries 
endosymbiotes et les bactéries vivant librement que beaucoup de Rickettsiaceae. Nous 




















Figure 12. Liste des espèces présentant les sous-systèmes fonctionnels les plus similaires à 




B – Annotation du génome final avec PROKKA 
 
Pour réaliser l'annotation finale du génome de StachEndo, nous avons utilisé le logiciel Prokka 
(96) spécialisé dans l'annotation de bactéries, d’archéobactéries et de virus. Prokka utilise une 
combinaison d'outils pour identifier le plus de gènes possibles puis combinent ces différents 
résultats pour produire une annotation cohérente (96). En utilisant Prodigal (97) pour prédire 
les gènes, RNAmmer (98) pour les ARN ribosomaux (ARNr), Aragorn (99) pour les ARN de 
transfert (ARNt) et Infernal (100) pour les ARN non-codants, Prokka arrive à avoir une bonne 
vue d'ensemble du génome. L'annotation est également raffinée par l'utilisation de bases de 
données comme Pfam (101), TIGRFAM (102) et les RefSeq du NCBI (103). 
 
B.1 – Organisation du génome de StachEndo 
 
Le résultat final de l'annotation nous rapporte que le génome de StachEndo contiendrait 1 580 
gènes. On compte au total 1 536 gènes protéiques et 44 codants pour des molécules d'ARN. En 
termes de gènes non-redondants, on compte 940 gènes protéiques et 23 gènes d'ARN. 
Lorsqu'on compare le génome de StachEndo à celui d'autres Alpha-Protéobactéries, 
endosymbiotes et vivant librement, on remarque que StachEndo se trouve généralement entre 
ces deux groupes. Au niveau de la taille du génome, la taille du génome de StachEndo est plus 
petite que celle des génomes de Rhodospirillaceae (104-111), mais se classe parmi les plus 
grands Rickettsiales (112-171). Similairement, StachEndo possède un nombre de gènes non-
redondants plus important que les autres Rickettsiales, mais moindre que les bactéries vivant 
librement. Au total 87,6% du génome de StachEndo est codant, le tout regroupé en 932 
opérons/unités transcriptionnelles (prédits par l'outil PathwayTools (172-174)). 
 
Les ARN ribosomiques, ou ARNr, sont des composantes importantes des cellules de tout 
organisme puisqu'ils forment la partie ARN des ribosomes, ribonucléoprotéines responsables 
de la traduction de l'ARN en protéines. Les ribosomes sont composés de deux sous-unités ; la 
grande sous-unité 50S et la petite sous-unité 30S. La grande sous-unité regroupe les ARNr 5S 



























Figure 13. Comparaison de taille des génomes (bas) et du nombre de gènes (haut) de diverses 
espèces d'Alpha-Protéobactéries. (Magnetospirillum magneticum AMB-1 ref :(111); Rhodospirillum 
centenum SW ref :(104); Rhodospirillum rubrum ATCC 11170 ref :(106); Rhodospirillum photometricum DSM 
122 ref :(105); Azospirillum brasilense Sp245 ref :(108); Azospirillum lipoferum 4B ref :(108); Orientia 
tustsugamushi Boryong ref :(152); Bactérie endosymbiote de Stachyamoeba lipophora (StachEndo); Wolbachia 
endosymbiote de Drosophila simulans wNo ref :(156); Rickettsia rickettsii Iowa ref :(145); Anaplasma marginale 
Florida ref :(167); Midichloria mitochondrii IricVa ref :(175); Ehrlichia chaffeensis Arkansas ref :(161); 





























nécessaire pour la formation d'un ribosome, les trois gènes appartiennent au même opéron. Ce 
qui assure que les trois gènes seront co-transcrits. Dans les opérons ribosomaux, les ARNr 5S 
et 23S sont côte à côte et sont séparés de l'ARNr 16S par deux ARNt. On retrouve cette 
conformation chez les espèces appartenant à la famille des Rhodospirillaceae (104-111). Il est 
également possible de retrouver des copies des gènes des ARNr ailleurs dans le génome et non 
sous forme d'opéron. 
 
Par contre chez StachEndo, nous n'observons pas d'opéron ribosomal unique regroupant les 
trois ARNr. Nous observons plutôt un opéron regroupant les ARNr 5S et 23S et un autre 
opéron contenant l'ARNr 16S. Cette organisation est la même que celle retrouvée chez les 
Rickettsiales (112-171) (à l'exception des mitochondries, si incluses dans cet ordre, qui 
possèdent un seul opéron regroupant l'ARNr 16S et un ARNr 12S (176)). 
 
Une autre caractéristique du génome de StachEndo qui semble intéressante est la répartition de 
ses ARNt. En théorie, le code génétique possède 61 codons représentant, de façon redondante, 
les 20 acides-aminés biologiques. Dans la réalité, la cellule n'a pas besoin d'avoir autant 
d'ARNt différents. L'ARN a la faculté de s'apparier de façon non-canonique permettant à un 
ARNt de s'apparier à un codon qui lui est complémentaire à l'exception du nucléotide à sa 
dernière position qui pourrait être différent du nucléotide à la première position de son 
anticodon. Un ARNt d'un même acide-aminé, mais d'un anticodon semblable, peut donc 
remplacer l'ARNt possédant l'anticodon exact. En théorie, compte tenu de la répartition des 
acides-aminés par rapport aux codons dans le code génétique bactérien, il faut un minimum de 
24 ARNt (comme dans la plupart des mitochondries au travers des eucaryotes) pour pouvoir 
effectuer une traduction fidèle des ARN messagers (60).  
 
Une analyse rapide nous a indiqué que les Alpha-Protéobactéries de la famille des 
Rhodospirillaceae possèdent en moyenne plus d'une quarantaine d'ARNt (104-111). 
Cependant, dans les bactéries endosymbiotes, sous l'effet de l'évolution réductive, un nombre 
important de gènes d'ARNt peut disparaître. Les endosymbiotes de la famille des Rickettsiales 
en possèdent plus d'une trentaine (112-171). Selon notre annotation, le génome de StachEndo 
contiendrait 37 ARNt, ce qui est similaire à ce que nous avons observé chez les Rickettsiales.  
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Tableau IV - Répartition des gènes d'ARNt annotés dans le génome de la bactérie 
endosymbiote StachEndo. 
Acide-aminé Nombre d'ARNt Anticodons 
Sérine 5 GCT, CAG, CGA, TGA, GGA 
Leucine 4 TAA, TAG, CAA, GAG 
Arginine 4 TCT, ACG, CCT, CCG 
Méthionine 3 CAT 
Thréonine 3 GGT, CGT, TGT 
Alanine 2 GGC, TGC 
Glycine 2 GCC, TCC 
Valine 2 TAC, GAC 
Asparagine 1 GTT 
Acide aspartique 1 GTC 
Cystéine 1 GCA 
Glutamine 1 TTG 
Acide glutamique 1 TTC 
Histidine 1 GTG 
Isoleucine 1 GAT 
Lysine 1 TTT 
Phénylalanine 1 GAA 
Proline 1 TGG 
Tryptophane 1 CCA 
Tyrosine 1 GTA 
 
 
Il y a au moins un ARNt pour chaque acide-aminé. Il est à noter que la sérine, la leucine et 
l'arginine font partie des acides-aminés possédant le plus d'ARNt d'anticodons différents (60). 
Ce phénomène peut être expliqué par le fait que dans le code génétique, plus de codons sont 
dédiés à ces acides-aminés qu'aux autres (6 codons contre 2 à 4 codons pour les autres 
(exceptés méthionine et tryptophane qui n'ont qu'un codon chacun)).  En effet, la traduction de 




Il est également intéressant de noter que StachEndo possède trois copies du même ARNt avec 
anticodon CAU, l'une pour la méthionine initiatrice, l'une pour l'élongation et la troisième qui 
est modifiée pour reconnaître les codons ATA (isoleucine) (177).  
 
Nous remarquons que pour les acides-aminés ne possédant plus qu'un seul ARNt, l'anticodon 
conservé se termine toujours par G ou T. Ces nucléotides sont ceux qui permettent d'établir le 
plus d'appariements non-Watson-Crick (60). Les deux seules exceptions sont les ARNt de la 
méthionine et du tryptophane. Cependant, ces deux acides-aminés ne possèdent qu'un seul 
codon possible, il n'y a donc pas de sélection de codon possible. 
 
B.2 – Analyse phylogénétique de StachEndo 
 
Les gènes de StachEndo étant maintenant annotés, il devient possible de réaliser une analyse 
phylogénétique. De cette façon, nous serons en mesure de positionner StachEndo à l'intérieur 
de l'arbre évolutif des Alpha-Protéobactéries. 
 
Pour ce faire, nous avons sélectionné 22 gènes protéiques d'origine mitochondriale largement 
présents chez la plupart des Alpha-Protéobactéries. Le choix de ces gènes nous permet 
d'inclure les mitochondries dans l'arbre. Ainsi, nous avons choisis 68 espèces différentes. 
Quarante-et-un sont des Alpha-Protéobactéries, dont 27, incluant StachEndo, sont des 
endosymbiotes. Les 27 autres espèces sont des mitochondries de divers eucaryotes. Le 
Tableau V présente la répartition des protéines choisies chez ces espèces. 
 
Nous avons ensuite utilisé le modèle CAT-GTR (178) pour inférer la phylogénie de ces 
espèces. Nous avons laissé rouler le modèle jusqu'à la convergence de la probabilité de sa 
prior. L'arbre résultant est présenté à la Figure 14.  
 
L'arbre inféré, possède un embranchement divisant les espèces présentées en deux grands 
groupes : les bactéries endosymbiotes de l'ordre des Rickettsiales et les bactéries vivant 
librement qui proviennent d'ordres variés. Chez les bactéries vivant librement, nous avons 
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souligné l'ordre des Rhodosprillales. C'est à cet ordre qu'appartiennent les espèces 
d'Azospirillum et de Magnetospirillum identifiées par RAST en raison de leurs similarités 
fonctionnelles avec StachEndo.  
 
Tableau V - Distribution des gènes utilisés pour inféré l’arbre phylogénétique (Figure 14)  





protéine (sur 68) 
Sous-unité α de l'ATP synthéase atp1 58 
Sous-unité β de l'ATP synthéase atp2 58 
Sous-unité γ de l'ATP synthéase atp3 50 
Sous-unité 6 de l'ATP synthéase atp6 66 
Cytochrome b cob 65 
Sous-unité I de l'oxydase du cytochrome c cox1 61 
Sous-unité II de l'oxydase du cytochrome c cox2 60 
Sous-unité III de l'oxydase du cytochrome c cox3 61 
Protéine d'assemblage du cytochrome c cox11 44 
Sous-unité 1 de la déshydrogénase du NADH nad1 64 
Sous-unité 3 de la déshydrogénase du NADH nad3 64 
Sous-unité 4 de la déshydrogénase du NADH nad4 66 
Sous-unité 4L de la déshydrogénase du NADH nad4L 33 
Sous-unité 5 de la déshydrogénase du NADH nad5 67 
Sous-unité 7 de la déshydrogénase du NADH nad7 58 
Sous-unité 8 de la déshydrogénase du NADH nad8 57 
Sous-unité 9 de la déshydrogénase du NADH nad9 60 
Sous-unité 10 de la déshydrogénase du NADH nad10 58 
Sous-unité 11 de la déshydrogénase du NADH nad11 56 
Sous-unité 1 de la déshydrogénase du succinate sdh1 56 
Sous-unité 2 de la déshydrogénase du succinate sdh2 61 




StachEndo, pour sa part, se positionne, sans surprise, dans la portion 
Rickettsiales/endosymbiotes de l'arbre. Les Rickettsiales sont composés de plusieurs familles 
dont les Rickettsiacea (comprenant les genus Rickettsia et Orientia) et les Anaplasmataceae 
(comprenant les genus Ehrlichia, Wolbachia, Anaplasma et Neorickettsia). C'est également au 
sein de ce groupe que se trouverait l'origine des mitochondries. Plusieurs espèces appartenant 
aux Rickettsiales n'ont pas encore de classification arrêtée (les Caedibacter, Paracoccus, 
Hepatobacter et Midichloria). L'arbre inféré positionne l'endosymbiote d'intérêt, StachEndo, à 
la base de la famille des Rickettsiaceae. La famille des Rickettsiaceae est cohérente avec la 
forte similarité fonctionnelle détectée entre StachEndo et le genus Rickettsia par RAST. Selon 
la topologie de l'arbre, StachEndo semble être le membre des Rickettsiaceae le plus près de 
leur ancêtre commun. StachEndo semble également plus proche de l'origine des Rickettsiales 
que beaucoup d'autres espèces, ce qui explique probablement les similarités observées avec les 
Anaplasmataceae et les Rhodospirillales à l'aide de RAST. 
 
Pour ce qui est du reste de notre arbre, il respecte les phylogénies établies des Alpha-
Protéobactéries, à l'exception des espèces appartenant à la famille des Rhodospirillales qui ne 
forment pas un groupe monophylétique dans notre arbre. Cet artéfact est probablement causé 
par le fait que notre arbre est basé uniquement sur les gènes d'origine mitochondriale, ce qui 
limite sa résolution. Il est à noter que les branches des sous-arbres sont assez courtes et que ces 
espèces sont malgré tout présentées comme étant phylogénétiquement rapprochées dans notre 
arbre. 
 
Puisque le clade composé des génomes mitochondriaux forme une longue branche, il est 
possible que la divergence trop importante de ces séquences biaise l'arbre qui est inféré par 
attraction des longues branches. Nous avons donc retiré les mitochondries de notre jeu de 
données et procédé à une nouvelle inférence d'arbre. L'arbre sans mitochondrie présente la 
même disposition des espèces restantes. Il nous est donc possible de confirmer que l'attraction 
























Figure 14. Arbre phylogénétique de 41 espèces d'Alpha-Protéobactéries généré à partir de 22 
gènes protéiques d'origine mitochondriale (la bactérie endosymbiote d’intérêt StachEndo est 
indiquée en rouge). 
 
B.3 – Différences métaboliques et fonctionnelles de StachEndo 
 
Une fois l'annotation en main, nous avons utilisé PathwayTools pour assigner les protéines et 
les enzymes, prédites avec Prokka, à des voies métaboliques connues (172-174, 179). Grâce à 
cette analyse, il nous a été possible d'étudier, à un niveau métabolique, les différences 
importantes entre StachEndo et les autres Alpha-Protéobactéries qui en sont évolutivement 
proches (104-171). Puisque l'étude des Rickettsiales des genus Caedibacter, Paracoccus, 

















métaboliques à leur égard. La comparaison de StachEndo avec les autres Rickettsiales se 
limite donc aux deux familles les mieux étudiés, Rickettsiaceae et Anaplasmataceae. Compte 
tenu de leur emplacement phylogénétique, ce sont les deux groupes les plus proches de 
StachEndo. 
 
B.3.1 – Appareil flagellaire 
 
L'appareil flagellaire est un mécanisme de propulsion présent sur les cellules de certaines 
espèces. Les flagelles commencent habituellement dans le cytoplasme où se trouve un 
complexe protéique servant de moteur (180). Elles se prolongent jusqu'à l'extérieur de la 
membrane externe de la cellule, formant le filament flagellaire, une sorte de queue mobile 
(180). Des flagelles ont été observés chez les Alpha-Protéobactéries et notamment dans l'ordre 
des Rhodospirillaceae (104-111, 180). La grande exception semble être les bactéries 
endosymbiotes (181). Jusqu'à maintenant des flagelles n'ont été observés chez aucune espèce 
de Rickettisa, d'Orientia, de Wolbachia ou d'Anaplasma (112-171). Cette observation est 
souvent expliquée par le fait qu'une bactérie endosymbiote obligatoire, comme le sont les 
membres des Rickettsiales, n'a plus besoin de se déplacer puisqu'elle vit exclusivement à 
l'intérieur de son hôte (181). Il n'y a donc plus d'avantages à posséder une telle machinerie. 
Sous la pression de l'évolution réductive, ces gènes inutiles devraient être éliminés. 
 
En utilisant Pathway Tools, ainsi que des profils HMM provenant de PFAM spécifiques aux 
protéines flagellaires, nous avons pu identifier 35 gènes codant pour des protéines composant 
la structure du flagelle et son module d'exportation. Ce module permet d'exporter et 
d'assembler les protéines composant le flagelle à l'intérieur et au travers de la membrane 
cellulaire de la bactérie. Une étude de Liu et Ochman (2007) a observé que seuls 21 gènes de 
la cinquantaine de gènes flagellaires connus sont réellement essentiels à la formation de 
flagelles (180). Ces 21 gènes sont tous présents dans StachEndo. 
 
A priori, il semblerait donc que StachEndo pourrait posséder des flagelles fonctionnels. 
StachEndo n'est pas le premier membre des Rickettsiales, groupe souvent défini comme 
composé de bactérie Gram négative sans flagelle, chez lequel un nombre important de gènes 
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flagellaires a été identifié (181). La bactérie Midichloria mitochondrii, par exemple, possède 
26 gènes flagellaires mais n'a pas de flagelles (175). Selon notre analyse, il lui manquerait au 
minimum les gènes essentielles FlgB (tige proximale, élément du moteur) et FliQ (complexe 
d'exportation) (175).  
Plus récemment, au moins cinq espèces de Rickettsiales possédant des flagelles ont été 
identifiées. Des flagelles immobiles ont été observés par microscopie chez Lyticum 
flagellatum et Lyticum sinuosum, deux endosymbiotes obligatoires de paramécies (182). Par 
contre, des flagelles mobiles ont été observés chez Trichorickettisia mobilis et Gigarickettsia 
flagellata (183). Des expériences ont montré que ces endosymbiotes étaient incapables de se 
déplacer à l'intérieur du cytoplasme de leur hôte, mais étaient capables de le faire à l'intérieur 
du nucléoplasme dans des régions où la chromatine était moins dense (183). Puisqu'il s'agit de 
recherches récentes, les génomes de ces espèces n'ont pas été publiés, il nous est donc 
impossible de comparer les gènes flagellaires de ces espèces avec ceux de StachEndo. 
 
Il semble donc fort possible que StachEndo possède des flagelles fonctionnels même s'il est un 
endosymbiote obligatoire. La seule façon de confirmer ou d'infirmer définitivement leur 
présence serait d'aller observer StachEndo in vivo. L'utilité de ces potentiels flagelles nous est 
inconnue. Aucune des études effectuées sur les autres endosymbiotes flagellés mentionnés 
précédemment n'a détecté d'autres fonctions que la motilité de l'endosymbiote. D'un point de 
vue évolutif, il s'agit d'une certaine confirmation du positionnement de StachEndo et de ces 
autres endosymbiotes. Ils se retrouvent entre les Alpha-Protéobactéries qui possèdent et 
utilisent toujours leurs flagelles pour se déplacer, et les Rickettsiales qui n'en possèdent pas, 
les ayant sûrement perdus sous l'influence de l'évolution réductive, puisqu'ils n'ont plus besoin 
de se déplacer. 
 
B.3.2 – Voies métaboliques de production d'énergie 
 
La production d'énergie chez les bactéries implique l'interaction de multiples voies 
métaboliques pour permettre la libération d'ATP. D'abord, la glycolyse permet la dégradation 
du glucose en pyruvate. En parallèle, la néoglucogenèse resynthétise du pyruvate à partir de 
glucose. Le pyruvate prend ensuite part au cycle de l'acide citrique (ou cycle de Krebs, cycle 
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de l'acide tricarboxylique (TCA cycle)) Ce cycle mène à la production de de NADH/NAPDH 
et de quinole utilisés comme donneurs d'électrons lors de la phosphorylation oxydative, 
menant à la phosphorylation d'ADP en ATP. Compte tenu du rôle primordial de ces voies, 
leurs enzymes sont présentes chez la plupart des bactéries et des eucaryotes (184, 185). Les 
Alpha-Protéobactéries vivant librement possèdent ces voies métaboliques de façon 
fonctionnelle (185). Cependant, puisque certaines bactéries endosymbiotes ont la faculté 
d'importer des composés chimiques tels que le pyruvate, le glucose ou même de l'ATP 
directement de leur hôte, il ne leur est plus essentiel de conserver les gènes des enzymes 
permettant de former ces voies (184-186). 
 
Dans la famille des Rickettsiaceae, plusieurs espèces ont perdu partiellement ou totalement les 
enzymes permettant la glycolyse et la néoglucogenèse (112-153). Du côté des 
Anaplasmataceae, la plupart des enzymes requises sont présentes. La seule déviation semble 
être la substitution du glucose pour du fructose-1,6-bisphosphate comme substrat de la 
glycolyse et produit final de la néoglucogenèse (154-171).  
 
La situation de StachEndo est identique à ce qui est observé chez les Anaplasmataceae. En 
effet, la presque totalité des enzymes nécessaires à la glycolyse et à néoglucogenèse sont 
présentes. La seule enzyme manquante est la 6-phosphofructokinase forçant probablement 
StachEndo à utiliser le fructose-1,6-bisphosphate plutôt que le glucose pour produire du 
pyruvate. 
 
Au niveau du cycle de l'acide citrique, plusieurs variantes de ce dernier ont été observées chez 
les bactéries. La forme classique procaryote du cycle (voir Figure 15.A), telle que retrouvée 
chez les Rhodospirillaceae, a été prédite chez StachEndo. Elle serait également présente de 
façon dispersée chez les Rickettsiales et en particulier chez Wolbachia (117, 118, 121, 122, 
124, 146, 147, 153, 154, 156-159, 163, 167). Les autres Rickettsiales étudiés possèdent une 
forme incomplète du cycle qui est tout de même capable de produire de l'ATP, de réduire des 


















Figure 15. Schéma Pathway Tools du cycle de l'acide citrique bactérien classique (A) (TCA 
cycle I: prokaryotic) et de la cascade présente chez les endosymbiotes Rickettsiales (B) (TCA 
cycle VI: obligate autotrophs) (172-174, 179). 
 
 
Finalement, la chaîne de transport des électrons de phosphorylation oxydative est composée de 
cinq complexes protéiques. Ces cinq complexes semblent être présents chez toutes les espèces 
d'Alpha-Protéobactéries que nous avons analysées (104-171). Cette analyse a également 
montré que StachEndo possédait deux enzymes pouvant servir d'oxydase alternative à la 
chaîne de transport. D'abord l'oxydase alternative AOX, capable de transférer directement les 
électrons du complexe I, via l'ubiquinole, jusqu'aux molécules d'O2 sans passer par les 
complexes III et IV. Cette enzyme semble absente des Rhodospirillaceae et des Rickettsiales 
observés (104-171). Cependant, elle fut observée chez d'autres Alpha-Protéobactéries et 
Protéobactéries (187, 188). La distribution très irrégulière de AOX au travers de l'évolution 
laisse croire qu'il pourrait s'agirait d'un gène qui serait apparu chez plusieurs espèces de 
bactéries par transfert horizontal (187, 188).  
 
La deuxième oxydase alternative est l'oxydase cytochrome bd-II d'ubiquinole capable de 
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transférer directement les électrons de molécules de quinole aux molécules d'O2 (présente 
également chez les Rhodospirillaceae et les Rickettsiaceae). Ces réactions chimiques 
alternatives offriraient une source d'ATP continue à la bactérie en cas d'inhibition de différents 
complexes de la chaîne de transport. StachEndo et les autres Rickettsiales possèdent 
également des translocases d'ATP leur permettant d'importer de l'ATP directement de leur 
hôte. De cette façon, il ne leur est pas nécessaire de le produire eux-mêmes. 
 
Selon cette annotation, StachEndo possède des capacités de production d'énergie qui sont 
beaucoup plus complètes que les autres Rickettsiaceae, se rapprochant des capacités des 
Anaplasmataceae. Ces similarités pourraient être expliqués par le positionnement de 
StachEndo au sommet des Rickettsiaceae et donc à proximité des Anaplasmataceae. 
 
B.3.3 - Biosynthèse des composés 
B.3.3.1 - Synthèse des acides-aminés 
 
La synthèse des acides-aminés est une voie métabolique importante pour un organisme.  Les 
bactéries vivant librement comme les Alpha-Protéobactéries de la famille des 
Rhodospirillaceae sont capables de synthétiser tous les acides-aminés canoniques à partir de 
produits rejetés par les voies de production d'ATP. Cependant, les bactéries endosymbiotes, 
ayant potentiellement perdues certaines de ces voies et étant capables d'importer les acides-
aminés de leur hôte, peuvent perdre les gènes leur permettant de synthétiser de novo ces 
molécules, devenant ainsi dépendantes de leur hôte. 
 
Les synthèses de la proline, de l'asparagine, de la méthionine, de la thréonine, de la leucine, de 
l'isoleucine, de la cystéine, de la valine et de l'histidine semblent impossibles chez tous les 
Rickettsiales étudiés (112-171). Inversement, les synthèses de la lysine et de l'acide aspartique 
semblent possibles chez la plupart des Rickettsiales. Les conversions de cystéine en alanine, 
de sérine en glycine et de glutamate en acide glutamique sont également possible chez tous les 
Rickettsiales étudiés. Par contre, la production de glutamate ne semble possible que chez les 
Rickettsia et StachEndo (112-151). La synthèse de l'arginine à partir du glutamate est présente 
chez des espèces d'Ehrlichia et un nombre important des enzymes impliquées est conservé au 
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travers des Anaplasmataceae (154-171). Elle est cependant complètement absente chez les 
Rickettsiaceae, incluant StachEndo (112-153). 
 
La voie métabolique, qui permet la synthèse des acide-aminés aromatiques, est l'endroit ou 
StachEndo se démarque complètement des autres espèces de Rickettsiales étudiés. La synthèse 
de ces acides-aminés se fait en passant par la voie métabolique du shikimate puis par la voie 
du chorismate (189). C'est à partir du chorismate que la voie métabolique se divise pour 
synthétiser d'un côté la phénylalanine et la tyrosine et de l'autre le tryptophane en présence de 
sérine (189). Chez tous les Rickettsiales que nous avons observés, ces voies métaboliques sont 
absentes. La seule exception est StachEndo qui possède l'entièreté des voies métaboliques du 
shikimate et du chorismate. Bien que StachEndo ne possède pas les enzymes permettant la 
synthèse de la phénylalanine, de la tyrosine et du tryptophane, certaines enzymes permettant 
de convertir le chorismate en précurseurs du tryptophane sont présentes (différentes 
composantes de la synthase de l'anthranilate (EC 4.1.3.27/EC 2.4.2.18)). 
 
En résumé, l'analyse effectuée montre que StachEndo a conservé un certain nombre de gènes 
lui permettant de synthétiser des acides-aminés. Cependant, plus des deux-tiers des acide-
aminés classiques devront être importés de Stachyamoeba lipophora. StachEndo possède une 
gamme assez importante de gènes de synthèse des acides-aminés lorsque comparée aux autres 
espèces de Rickettsiales. Il est également intéressant de remarquer qu'au niveau des 
Rickettsiales, les voies précurseurs du shikimate et du chorismate ne semblent présentes que 
chez StachEndo.  
 
Toutes ces analyses montrent que StachEndo a perdu la majorité de gènes associés à la 
biosynthèse de novo des acides-aminés, ce qui confirme la dépendance nécessaire et le 
caractère obligatoire de la symbiose existant entre StachEndo et Stachyamoeba lipophora. 
Cependant, la présence de plusieurs enzymes, disparues chez les autres Rickettsiales, 
appartenant à des voies métaboliques devenues non-fonctionnelles, concorde avec le 
positionnement de StachEndo dans l'arbre phylogénétique. Sa position au sommet des 
Rickettsiaceae est reflétée par la présence de vestiges importants de voies métaboliques 




B.3.3.2 - Synthèse des acides nucléiques 
 
La synthèse des acides nucléiques est une autre voie déterminante pour une espèce. Les acides 
nucléiques composent l'ADN et l'ARN. La capacité d'une espèce endosymbiote de synthétiser 
elle-même les molécules composant sont matériel génétique, ainsi que toutes les machineries à 
base d'ARN nous renseigne énormément sur son autonomie vis-à-vis de son hôte. 
 
Chez les Anaplasmataceae, la synthèse des pyrimidines et des purines est possible (154-171). 
Chez les Rickettsiaceae, malgré la présence de diverses enzymes permettant la 
phosphorylation des nucléotides monophosphates en nucléotides triphosphates, la synthèse des 
nucléotides est impossible (112-153). 
 
StachEndo se démarque des autres Rickettsiaceae en possédant, comme les Anaplasmataceae, 
une voie de synthèse des pyrimidines complète. Par contre, même s'il possède plus d'enzymes 
appartenant à cette voie que les autres Rickettsiaceae, la synthèse des purines reste impossible 
pour StachEndo. Il peut être intéressant de mentionner que StachEndo possède les gènes 
permettant la conversion des ribonucléosides en désoxyribonucléosides. La conversion de 
dCTP en TTP est également possible. 
 
En résumé, StachEndo semble parfaitement capable de synthétiser ses propres pyrimidines, 
mais semble incapable de synthétiser ses propres purines. StachEndo dépend donc de 
Stachyamoeba lipophora duquel il peut importer des purines à l'aide de translocases. Bien 
qu'en comparaison des Rickettsiales de la famille des Anaplasmataceae, StachEndo possède 
des capacités de synthèse des acides nucléiques plus restreintes, sa capacité à synthétiser des 
pyrimidines lui permet de se démarquer des autres Rickettsiaceae. 
 
B.3.3.3 - Synthèse de la paroi cellulaire 
 
La paroi cellulaire des Alpha-Protéobactéries vivant librement est composée de plusieurs 
couches successives : d'abord, la membrane cytoplasmique composée de deux couches de 
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phospholipides, ensuite, une couche de peptidoglycanes et finalement, la membrane externe, 
composée d'une couche de lipopolysaccharides à l'intérieure et d'une couche de phospholipides 
à l'extérieur (190). 
 
Au niveau de la synthèse des phospholipides et des peptidoglycanes, la plupart des 
Rickettsiaceae que nous avons analysés, incluant StachEndo semblent capables de produire 
plusieurs type de phospholipides. Par contre, chez les Anaplasmataceae, la synthèse de 
peptidoglycanes est impossible chez les Ehrlichia et plusieurs espèces d'Anaplasma (160-164, 
169-171). Les Wolbachia semblent posséder des voies fonctionnelles (154-159). La synthèse 
de lipopolysaccharides leur est également impossible possible (154-171). 
 
Chez les Rickettsiaceae, la présence des voies permettant la synthèse des lipopolysaccharides 
varie d'une espèce à une autre (112-153). La plupart des enzymes de cette voie présentes chez 
les Rhodospirillaceae sont également chez StachEndo. Il semble donc probable que StachEndo 
soit toujours capable de synthétiser des lipopolysaccharides. 
 
Nos observations semblent nous indiquer que StachEndo est toujours en mesure de synthétiser 
les biomolécules composant les différentes couches de la paroi cellulaire classique des 
bactéries Gram négative, ce qui, d'après nos observations, n'est pas conservé chez tous les 
Rickettsiales (112-171). 
 
Finalement, nous avons observé, chez StachEndo, la présence d'enzymes composant une voie 
métabolique qui semble complètement absente chez les autres Rickettsiales, ainsi que chez les 
Rhodospirillaceae. Il s'agit de la voie métabolique de résistance aux polymyxines. Les 
polymyxines sont des antibiotiques de bactéries Gram négative. Les polymyxines interagissent 
avec les lipides A formant les lipopolysaccharides ce qui interfère avec la structure de la 
membrane externe des bactéries, la rendant plus vulnérable. Ultimement, cette déstabilisation 
de la membrane mène à la mort de la bactérie. 
 
StachEndo possèdent une série de gènes (arnA, arnBm arnC et arnT. une 
formyltransférase/décarboxylase, une transaminase, et deux transférases respectivement) qui 
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permet de modifier la structure des lipides A, empêchant la fixation de polymyxines, mais leur 
permettant toujours de former la membrane externe. L'apparition de cette résistance est fort 
intéressante. Puisqu'elle ne semble pas présente chez les espèces proches d'Alpha-
Protéobactéries vivant librement, il est possible que StachEndo l'ait obtenue par transfert 
horizontal. 
 
En conclusion, on remarque que les voies métaboliques de StachEndo semblent, dans 
l'ensemble, plus complètes que celles des Anaplasmataceae et des autres Rickettsiaceae. Cette 
observation, ainsi que la présence de certaines enzymes absentes chez les autres Rickettsiales 
étudiés (mais présentes chez les bactéries vivant librement) ajoute de la crédibilité à 
l'hypothèse selon laquelle StachEndo pourrait être un jeune endosymbiote puisqu'il présente 
des caractéristiques habituellement perdues chez les endosymbiotes. De plus l’emplacement 




4 - CONCLUSION 
 
Ce projet avait pour but le développement de méthodes d’assemblage de novo adaptées aux 
génomes bactériens, à l’aide de données de séquençage de nouvelle génération. Après avoir 
testé de multiples combinaisons d’approches et de jeux de données, l’utilisation de lectures de 
types Illumina (qui se sont montrées plus justes que les données de type 454) avec des 
assembleurs de type graphe DeBruijn (les mieux adaptés aux lectures courtes comme 
Illumina) s’est révélée l’approche la plus efficace, formant les contigs les plus justes. 
 
Le second but de ce projet était d’utiliser les approches que nous aurions développées pour 
assembler, puis analyser le génome d’une Alpha-Protéobactérie endosymbiote inconnue, 
surnommé StachEndo, vivant de façon co-dépendante avec son hôte, l’amibe terrestre 
Stachyamoeba lipophora. En utilisant, l’assembleur DBG Velvet avec des lectures Illumina 
HiSEQ, il avait été possible d’obtenir un assemblage du génome de StachEndo et de la 
mitochondrie de Stachyamoeba lipophora composé de 35 contigs. L’assemblage était 
probablement perturbé par la présence de répétitions plus longues que les lectures Illumina. 
L’ajout de lectures Illumina MiSEQ paired-end overlap, qui grâce à leur chevauchement 
forment des lectures plus longues, a permis de simplifier cet assemblage. La réinjection dans 
l’assembleur de contigs de bonne qualité aux côtés de lectures plus longues fut essentiel pour 
compléter l’assemblage du génome de StachEndo. 
 
Il est difficile d’évaluer de façon précise la qualité de cet assemblage de StachEndo. 
Cependant, l’intégrité du génome mitochondrial assemblé en parallèle, ainsi que l’annotation 
de gènes complets semble indiquer qu’il s’agit, au minimum, d’une ébauche assez complète. 
Pour s’assurer de la structure du génome, il pourrait être intéressant de refaire séquencer les 
portions qui possèdent une faible couverture ou qui flanquent de grandes répétitions (ou de les 
valider par PCR). De cette façon, il serait possible de vérifier la justesse de l’assemblage à ces 
positions sensibles. 
 
L'utilisation des deux librairies pairées permit l'obtention du génome de StachEndo en un seul 
contig circulaire de 1 731 915 pb. En termes de gènes non-redondants, on y retrouve 940 
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gènes protéiques et 23 gènes d'ARN, faisant de StachEndo un des génomes de Rickettsiales 
observés les plus riches. Cette richesse (se reflétant, également, par la présence prédite de 
voies métaboliques absentes chez d’autres Rickettsiales) et son positionnement 
phylogénétique près du sommet des familles les mieux caractérisées des Rickettsiales 
semblent indiquer un passé non-endosymbiote relativement récent (lorsque comparé aux 
autres Rickettsiaceae par exemple).  
 
Avec ce génome en main, il est maintenant possible d'affirmer que StachEndo est une bactérie 
jusqu'à présent non répertoriée. Nous proposons donc de la nommer Endostachyamoeba 
necessaria. Le préfixe grec "endo-", signifiant à l'intérieur, combiné au nom "stachyamoeba", 
indique que cette bactérie est un endosymbiote d'un organisme du genus Stachyamoeba. Le 
nom d'espèce "necessaria", est un adjectif latin signifiant "indispensable". Il est utilisé ici pour 
décrire le caractère obligatoire de la relation unissant cette bactérie à son hôte, puisqu'aucun 
des deux ne peux survivre sans l'autre. 
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